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Abstract of WO00361 27 

The invention concerns a method for increasing 
the production of cysteine, methionine, 
glutathione and their derivatives in plant cells and 
plants. Said method consists in over-expression 
of a serine acetyltransferase (SAT) in the plant 
cells. The invention also concerns plants 
containing said plant cells. 
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(57) Abstract 

The invention concerns a 
method for increasing the production 
of cysteine, methionine, glutathione 
and their derivatives in plant cells 
and plants. Said method consists 
in over-expression of a serine 
acetyl transferase (SAT) in the plant 
cells. The invention also concerns 
plants containing said plant cells. 
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La pr6sente invention conceme 
un proc6d6 pour augmenter la produc- 
tion de cysteine, de methionine, de 
glutathion et de leurs d6riv6s par les 
cellules v6g6lales et les plantes, ledit 
proc6d6 consistant ^ surexprimer une 
SAT dans les cellules v^g^tales, et 
les plantes contenant lesdites cellules 
v6g6tales. 
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Proccde pour augmenter la tcneur en composes soufrcs et notamment en cysteine, 
methionine et glutathion chez les piantes et plantes obtcnues 

5 La methionine est le premier acide amine essentiel limilant chez les plantes, en 

particulier les legumineuses qui sent une des bases de I'alimentation animale. La 
cysteine, autre acide amine soufre, n'esl pas un acide amine esseniieL mais peut etre 
consideree comme un element limitant pour la nutrition animale puisque la cysteine 
derive, chez les animaux, de la methionine. Dans le mais, les acides amines soufres sont 
0 aussi des acides amines limitant apres la lysine el le tryptophane. En effet les proteines 
de reserve majoritaires des graines de ces plantes, sont pauvres en ces acides amines. La 
surproduction de methionine et de cysteine dans les graines des legumineuses (soja, 
luzeme, pois,...) et du mais aura done un impact considerable sur la qualite 
nuiriiionncllc de cos graines. 

Jusqu'a present, I'augmentation de la qualite nutritionnelle des aliments derives 
des graines de legumineuses a ete obtenue par complementation avec de la methionine 
libre synthetisee chimiquemenl. Par exemple, les contenus moyens en methionine + 
cysteine du soja et du pois sont de I'ordre dc 20 mg par g de proteines. Cc conicnu doit 
etre augmente a une valeur de I'ordre de 25 mg cysteine- -f- methionine/g de proteines 
pour couvrir les besoins alimentaires de I'homme adulte, et a une valeur de I'ordre de 48 
mg de cysteine + methionine/g de proteines pour couvrir ceux des pores (De Lumen, 
B.0„ Food Technology (1997) 51, 67-70). 

Les techniques de caracterisation des proteines enrichies en acides amines 
soufres et la preparation de plantes transgeniques permettant Tcxpression de lellcs 
proteines. de maniere a augmenter la teneur en acides amines soufres de ces plantes. el 
done leur valeur nutritive pour Talimentation animale. done a diminuer Tapport en 
methionine de synthese, sont maintenant bien connus et decrites dans la litterature([l] 
Koril, A.A. & al., Eur. J. Biochem. (1991) 195, 329-334; WO 98/20133; WO 
97/41239 ; WO 95/31554 ; WO 94/20828 ; WO 92/14822). 

L'enrichissement en proteines a fortes teneurs en acides amines soufres par une 
telle approche reste toutefois limite a la capacile des cellules vegetales et des plantes a 
produire lesdits acides amines soufres necessaire a la sythese de la proteine. En effet, les 
plantes sur-exprimant une proteine riche en methionine et cysteine au niveau dc leur 
graine, comme par exemple les lupins exprimant Talbumine 8S, presentent un taux en 
methionine, cysteine libre et aussi glutathion inferieur aux plants temoins ( [2] Tabe , L. 
& Droux, M., 4'*' Workshop on Sulphur Metabolim, sous presse). 

De meme. des peptides riches en acides amines soufres presentant une activite 
antifongique ou antibacterienne ont ete identifies (WO 97/30082, WO 99/02717, WO 
9909184, WO 99/24594, WO 99/53053). L'expression de ces peptides dans les plantes 
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permet d'augmenter la capacite des dites plantes a resister a certaines agressions 
fongiques ou bacteriennes. La encore, la production de tels peptides dans les plantes 
reste limitee a la capacite des cellules vegetales et des plantes a produire les amines 
soufres necessaires a la synthese de ces peptides. En effet, I'expression de ces peptides 
5 dans la cellule vegetale se fait au detriment du stock de glutathion, considere comme un 
reservoir pour la cysteine. 

Or, on a constate que le parametre limitant d'une telle approche est bien lie a 
cette capacite a produire de la methionine ou de la cysteine. 11 est done important de 
pouvoir modifier dans les plantes cette capacite a produire de la methionine et de la 
10 cysteine en quantites suffisantes pour permettre la production de proteines heterologues 
a haute teneur en acides amines soufres, c'est a dire de mettre en oeuvre une strategic 
moleculaire visant a augmenter les taux de cysteine et de methionine chez les plantes, et 
plus particulierement les plantes de culture d'interet agronomique. 

Chez les plantes. la biosynthese de methionine est effectuee a partir dc la 
1 5 cysteine, cette meme cysteine etant impliquee dans la synthese du glutathion. 

Le glutathion est une forme de stockage du soufre reduit et represente 60 a 70% 
du soufre organique dans la cellule. Le glutathion joue un role important pour les 
plantes dans la resistance contre les stress oxydaiifs et I'elimination des composes 
toxiques. II participe ainsi a Telimination des composes xenobiotiques: des metaux 
20 lourds (par exemple) via la formation des phytochelatines et des metallothionines; des 
herbicides, via I'activite glutathion S-transferase; qui sont toxiques pour la plante, el 
dans des mccanismes de defenses de la planle contre les micro-organismes. En 
augmentant la teneur en cysteine d'une plante, et par consequence sa teneur cn 
glutathion, il est alors possible de moduler la reponse de la plante aux differents stress 
25 cites ci-dessus. 

11 existe done a partir de la cysteine, deux voies metaboliques distinctes. Tune 
pour la preparation de la methionine, Tautre pour la preparation du glutathion (Figure 
1) et dont les differentes enzymes impliquees sont rappelees ci-apres. Les activites SAT 
(El) et OASTL (E2) sont a un carrefour metabolique entre I'assimilaiion de Tazote el 

30 du carbone organique (serine) et du soufre inorganique (soufre reduit issue de la 
sequence d'assimilation et de reduction du sulfate, cadre grise). La cysteine est ensuite 
incorporee dans les proteines, mais aussi participe a la synthese du glutathion et de la 
methionine. Pour ce dernier acide amine, la synthese de son squelette carbonee (O- 
phosphohomoserine) derive de Taspariate. L'aspartate est aussi le precurseur a la 

35 synthese de la lysine, de la threonine et de I'isoleucine. D'autre part est indiquee sur le 
schema la presence d'une etape limitante potentielle pour la synthese de la methionine, 
par la regulation au niveau transcriptionnelle de la CGS (cystathionine y-synthase) ([3] 
Giovanelli J. in Sulfur Nutrition and Sulfur Assimilation in Higher Plants, (1990) pp. 
33-48 ; [4] Chiba Y. & al. (1999), Science, 286, 1371-1374). La methionine est le 
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precurseur du SAM (.S'-adenosylmethionine) implique dans la pluparl des reactions de 
methylations, et du SMM (S'-methylmethionine) considere comme une forme de 
transport et de stockage de la methionine ([3]). 

Chez les plantes les etapes finales de synthese de la cysteine impliquent les deux 
5 enzymes suivantes : 

El) Serine acetyltransferase (EC 2.3.1.30) (SAT): 

Serine -H acetyl-Coenzyme A ^ 0-acetylserine + Coenzyme A 

E2) O-acctylserine (thiol) lyase (EC 4.2.99.8) (OASTL): 

0-acetylserine + sulfide ^ cysteine + acetate 

1 0 La synthese de la methionine a partir de la cysteine implique une succession des 

trois enzymes suivantes : 

E3) cystathionine ;^synthase (EC 4.2.99.9) (CGS) : 

(>^-phosphohomoserine cysteine ^ cystathionine -r Pi 

Pi signifie phosphate inorganique. 

1 5 E4) cystathionine /?-lyase (EC 4.4.1.8) (CBL) : 

cystathionine + H2O *^ homocysteine + pyruvate + NH4'^ 

E5) methionine synthase (EC 2.1.1.14) (MS) : 

homocysteine + 5-methyltetrahydrofolate ► methionine + teirahydrofolate 

La synthese du glutathion a partir de la cysteine implique pour sa part une 
20 succession des deux enzymes suivantes : 

E6) Y-glutamyicysteine synthcthasc (EC 6.3.2.2) 

glulamate + L-cysteine + ATP ^ y-glutamylcysteine + ADP + Pi 

E7) glutathion synthcthasc (EC 6. 3.2.3) 

y-glutamylcysteine + glycine + ATP ► glutathione ADP + Pi 

25 

Toutes ces enzymes ont ete caracterisees et donees chez les plantes ([5 ] Lunn, 
J.E. & al., Plant Physiol. (1990) 94, 1345-1352 ; [6 ] Rolland, N & al.. Plant Physiol. 
(1992) 98, 927.935 ; [ 7 ] Droux, M. & al, Arch. Biochem. Biophys. (1992) 295, 379- 
390 ; [ 8 ] Rolland, N. & al.. Arch. Biochem (1993) 300, 213-222 ; [9 ] Ruffet. M.L. & 

30 al.. Plant Physiol. (1994) 104, 597 - 604 ; [10 ] Ravanel. S. & al.. Arch. Biochem. 
Biophys. (1995) 316, 572 - 5584; [ 11] Droux, M.& al. Arch. Biochem. Biophys. 
(1995) 31, 585 - 595 ; [12 ] Ruffet, M.L. & al., Eur. J. Biochem. (1995) 227, 500 - 509 ; 
[13] Ravanel, S. & al., Biochem. J. (1996) 320, 383 - 392 ; [14] Ravanel, S. & al., Plant 
Mol. Biol. (1996) 29, 875 - 882 ; [15 ] Rolland, N. & al., Eur. J. Biochem. (1996) 236, 

35 272 - 282 ; [16 ] Ravanel, S. & al., Biochem. J. (1998) 331. 639-648 ; [17 ] Droux, M & 
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al., Eur, J. Biochem. (1998) 255, 235-245 ; [18 ] May, M.J., Leaven C.J.. Proc. Nail. 
Acad. Sci. USA (1994) 91, 10059-10063 ; [19 ] Ullmann, P. & al., Eur. J. Biochem. 
(1996) 236, 662-669 ; [20 ] Eichel, J. & al., Eur. J. Biochem. (1995) 230, 1053-1058). 

On sait que pour la synthese de cysteine, Ics enzymes El et E2 sont presentes 
5 dans les trois compartiments de la cellule vegetale, c'est-a-dire, les plastes, le cytosol el 
les mitochondries (5-6, 9, 12). Ces trois enzymes El sont denommees SAT2 et SAT4 
pour Tenzyme (putative) chloroplastique, SATl pour Tenzyme mitochondriale , SAT3 
et SAT3' (SAT52) pour Tenzyme cytoplasmique. Ces attributions des localisations sont 
basee sur T analyse des sequences. 
10 Pour les enzymes de la synthese de la methionine, la situation est differenie 

puisque les enzymes E3 et E4 sont exclusivement localisees dans les plastes (10-1 1, 13- 
14, 16), alors que I'enzyme terminale E5 est dans le cytosol (20). 

Les enzymes associees a la voie de biosynthese du glutathion sont pour leur part 
localisees a la fois dans le chloroplaste et le cytosol ([21] Hell. R. and Bergmann. L.. 
15 Planta (1990) 180, 603-612). 

L'enzyme E3, de la voie de synthese de la methionine, presenic un A'm 
(concentration en substrat donnant la moitie de la vitesse maximum) de Tordre dc 200 
|.iM a 500 ixM pour la cysteine (10, 16, [22] Kreft. B-D. & al.. Plant Physiol. (1994) 
104, 1215-1220). 

20 L'enzyme E6, de la voie de synthese du glutathion, presenie aussi un K^^ eleve 

pour la cysteine, de I'ordre de 200 |iM [21]. 

On a maintenant constate que Fenzyme serine acetyl transferase chloroplastique 
(Figure 2) et a un moindre niveau la SAT mitochondriale etaienl inhibees par la 
cysteine, contrairement a Fenzyme cytoplasmique (Figure 2). cctle inhibition 

25 consiituant le facteur limitant essentiel de la synthese dc cysteine dans les cellules 
vegetales. et en aval de la methionine et du glutathion. 

La presente invention consiste done a augmenter le taux de cysteine et dc 
methionine synthetisees dans les compartiments cellulaires des cellules vegetales. el 
notamment dans le compartiment chloroplastique. L'augmentation du taux dc cysteine, 

30 precurseur soufre du glutathion et de la methionine et ses derives, permei 
avantageusement d'augmenter le taux de methionine et/ou de glutathion dans les 
cellules veg^tales et les plantes, et subsequemment d' ameliorer la production de 
proteines, naturelles ou heterologues, enrichies en acides amines soufres dans les 
cellules vegelales et les plantes, de meme que la tolerance des plantes aux dilTercnis 

35 stress regules par le glutathion. 

Cette augmentation selon Tinvention est obtenue en surexprimanl une Serine 
acetyltransferase (SAT) dans les cellules vegetales et les plantes. 

La presente invention concerne done un procede pour augmenter la production 
de cysteine, glutathion, methionine et leurs derives soufres, par les cellules vegeiales ci 
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les planles, ledit precede consistant a surexprimer une SAT dans les cellules vegeiales, 
et des plantes contenant les dites cellules vegetales. 

La SAT surexprimee peut etre constituee par loute SAT, qu'elle soil d'origine 
vegetale, notammenl SAT2 ou SAT4, SATl, SAT3 , SAT3^ (SAT52), ou de toule autre 
5 origine, notamment bacterienne, sous une forme native ou mutee ou deletee d'un 
fragment, et fonciionnelle dans la synthese de V 0-acet> Iserine. 

Elle peut notamment etre une SAT sensible a la cysteine, comme par exemple 
une SAT de plante, par exemple une SAT chloroplasiique ou mitochondriale (SAT2. 
SAT4, SATl), ou une SAT native d'origine bacterienne ([22] Nakamori & al.. 1998, 
10 Appl. Environ. Microbiol., 64, 1607-161 1 ; [23] Takagi H. & al., 1999, Febs Lett. 452, 
323-327 ; [24], Mino K. & al., 1999, Biosci. Biotechnol. Biochem., 63, 168-179). 

Elle peut aussi etre une SAT insensible a la cysteine, comme par exemple une 
SAT de plante, par exemple une SAT cytoplasmique (SAT3), ou une SAT d'origine 
bacterienne muiee. rendue insensible a la cysteine par mutagenese ([22] el 123]. doni les 
15 conienus sont incorpores ici par reference), ou louie SAT de plantes mutce et 
fonciionnelle dans la synthese de I'O-acetylserine (Ic precurseur carbone pour la 
synthese de la cysteine). 

Selon un mode particulier de realisation de Tinvention. la SAT est une SAT 
d'Arabidopsis thaliana [12]. 
20 Selon un premier mode de realisation de Tinvention, la SAT est surexprimee 

dans le cytoplasme des cellules vegetales. La SAT est soil une SAT cytoplasmique de 
plante, en particulier la SAT 3 (L34076) ou SAT3' ou SAT52 (U30298), representee par 
la SEQ ID NO 1 ou la SEQ ID NO 2 rcspectivement, ou une SAT d'origine bacierienne 
telle que definie ci-dessus. La SAT surexprimee dans le cytoplasme peut egalement etre 
25 une SAT de plante non cytoplasmique, par exemple une SAT chloroplasiique ou 
mitochondriale. Ces SAT non cytoplasmiques de plante sont naturellement exprimees 
dans le cytoplasme sous la forme d'une proteine precurseur comprenant un signal 
d'adressage vers le compartiment cellulaire different du cytoplasme dans lequel la SAT 
mature fonciionnelle est liberee. Pour surexprimer ces SAT fonctionnelles matures dans 
30 le cytoplasme, on les ampule de leur signal d'adressage. Dans ce cas, la proteine SAT 
surexprimee dans le cytoplasme est une SAT de plante non cytoplasmique amputee de 
son ou ses signaux d'adressage vers des companiments cellulaires differents du 
cytoplasme. 

Selon un mode particulier de realisation de Tinvention, la SAT non 
35 cytoplasmique amputee de son signal d'adressage est la SATP representee par la SEQ 
ID NO 3 

Selon un deuxieme mode de realisation de Tinvention, la SAT est surexprimee 
dans les mitochondries. La proteine est avantageusement exprimee dans le cytoplasme 
sous la forme d'une proteine de fusion peptide signal/S.AT. la SAT mature fonciionnelle 
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elanl liberee a Tinterieur des mitochondries. Le peptide signal d'adressage 
mitochondrial est avantageusement constitue par au moins un peptide signal d'adressage 
mitochondrial d'une proieine vegetale a localisation mitochondriale, comme le peptide 

signal de la sous unite >&-Fl ATPase de tabac [[25] Hemon P. & al. 1990, Plant Mol. 
5 Biol. 15, 895-904], ou le peptide signal de la SATl represente par les acides amine 1 a 
63 sur la SEQ ID NO 4. 

Selon un mode particulier de realisation de Tinvention, la SAT mitochondriale 
est la SATl (U22964) representee par la SEQ ID NO 4. 

Selon un troisieme mode de realisation de Pinvention, la SAT est surexprimee 
0 dans les chloroplastes des cellules vegetales. 

La SAT sera exprimee dans les chloroplastes par tout moyen approprie, en 
particulier par tout moyen connu de Phomme du metier et largement decrit dans Tetat 
de la technique. 

Scion un mode parliculicr do realisation dc rinvcniion, la SAT csi suivxpriniCv 
5 dans les chloroplastes par integration dans TADN chloroplasiique d'un gene chimcrc 
comprenant une sequence d'ADN codant pour ladite SAT, sous Ic conirole d^elemenls 
de regulations en 5' et 3' fonctionnels dans les chloroplastes. Les techniques d'insertion 
de genes dans les chloroplastes. comme les elements dc regulations approprics a 
Pexpression desdits genes dans les chloroplastes sont bien connus de Phomme du 
metier, et notamment decrits dans les brevets et demandes de brevet suivants : US 
5,693,507, US 5.451,513 el WO 97/32977. 

Selon un autre mode particulier de realisation de Pinvention, la SAT est 
surexprimee dans le cytoplasme sous la forme d'une proteine de fusion peptide dc 
transit/SAT. le peptide de transit ayant pour fonciion d'adresser la SAT a laquclle il est 
fusionne vers les chloroplastes. la SAT mature fonciionnelle etant liberee a Pintericur 
des chloroplastes apres clivage au niveau de la membrane chloroplastique. 

Dans ce cas, la SAT peut etre une SAT chloroplastique d'originc vegetale, 
comme ia SAT2 ou la SAT4. representee par la SAQ ID NO 5 ou 6 respeclivement 

La SAT peut egalement etre une SAT cytoplasmique d'origine vegetale ou une 
SAT d'origine bacterienne telles que definies precedemment. Dans les SAT 
cytoplasmique on entend egalement les SAT non cytoplasmiques amputees dc leur 
signal d'adressage vers un compartiment different du cytoplasme telles que defmies 
precedemment. 

Les peptides de transit, leurs structures, leurs modes de fonctionnement et leur 
utilisation dans la construction de genes chimeres pour Padressage d'une proteine 
heterologue dans les chloroplastes, ainsi que des peptides de transit chimeres 
comprenant plusieurs peptides de transit sont bien connus de Phomme du metier et 
largement decrits dans la litterature. On citera notamment les demandes de brevet 
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suivants : EP 189 707, EP 218 571 et EP 508 909. et les references citees dans ces 
demandes de brevet, dont le contenu est incorpore ici par reference 

Dans la proteine de fusion selon Tinvention, la SAT peut etre homologue ou 
heterologue du peptide de transit. Dans le premier cas, la proteine de fusion est la 
5 proteine SAT2 ou la SAT4 exprimee naturellement dans les chloroplastes des cellules 
vegetales. Dans le second cas, le peptide de transit peut etre un peptide de transit d'une 
SAT2, representee par les acides amines 1 a 32 de la SEQ ID 5, ou le peptide de transit 
d'une SAT4, represenle par les acides amines 1 a 30 de la SEQ ID NO 6, ou encore un 
peptide de transit d'une autre proteine a localisation plastidiale, notammeni les peptides 
de transit definis ci-apres. On entend par proteine a localisation plastidiale une proteine 
exprimee dans le cytoplasme des cellules vegetales sous la forme d'une proteine de 
fusion peptide de transit/proteine, la proteine mature etant localisee dans le chloroplaste 
apres clivage du peptide de transit. 

Un peptide de transit d'EPSPS de plante est notamment decrit dans la dcmandc 
de brevet EP 21 8 571 , alors qu'un peptide de transit de ssu RuBisCO de plante est decrit 
dans la demande de brevet EP 1 89 707. 

Selon un autre mode de realisation de 1 'invention, le peptide de transit comprend 
egalement. cntre la partie C-terminale du peptide de transit et la panic N-terminalc dc la 
SAT une partie de sequence de la partie mature N-terminale d'une proteine a localisation 
plastidiale, cette partie de sequence comprenant generalement moins de 40 acides 
amines de la partie N-terminale de la proteine mature, de preference moins dc 30 acides 
amines, plus preferentiellement entre 15 ct 25 acides amines. Un tel peptide dc transit 
comprenant un peptide de transit fusionne a une partie de la partie N-lerminalc d'une 
proteine a localisation plastidiale est notammeni decrit dans la demande dc brevet EP 
189 707. plus particulierement pour le peptide de transit et la partie N-terminalc de ssu 
RuBisCO de plante. 

Selon un autre mode de realisation de T invention, le peptide de transit comprend 
egalement entre la partie C-terminale de la partie N-terminale de la proteine mature et la 
partie N-terminale de la SAT un deuxieme peptide de transit d'une proteine vegetale a 
localisation plastidiale. Preferentiellement. ce peptide de transit chimere comprenant 
Passociation de plusieurs peptide de transit est un peptide de transit optimise (OTP) 
constitue par la fusion d'un premier peptide de transit, avec une partie de sequence de la 
partie mature N-terminale d'une proteine a localisation plastidiale, laquelle est fusionnee 
avec un deuxieme peptide dc transit. Un tel peptide dc transit optimise est docril dans la 
demande de brevet EP 508 909, plus particuliererement le peptide de transit optimise 
comprenant le peptide de transit de la ssu RuBisCO de tournesol, fusione a un peptide 
constitue par les 22 acides amines de la partie N-terminale de la ssu RuBisCO de maYs 
mature, fusione au peptide de transit de la ssu RuBisCO de mai's. 
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La presente invention concerne egalement une proieine de fusion peptide de 
transit/SAT, dans laquelle la SAT definie plus haut est heterologue du peptide de transit, 
et dans laquelle le peptide de transit est constitue par au moins un peptide de transit 
d'une proteine vegetale naturelle a localisation plastidiale tel que defini ci-dessus. 
5 La presente invention concerne egalement une sequence d'acide nucleique 

codant pour une proteine de fusion peptide de transit/SAT decrite ci-dessus. Selon la 
presente invention, on entend par "sequence d'acide nucleique" une sequence 
nucleotidique pouvant etre de type ADN ou ARN, de preference de type ADN, 
nolamment double brin, qu'elle soit d'origine naturelle ou synthetique, notamment une 
0 sequence d'ADN pour laquelle les codons codant pour la proieine de fusion selon 
Tinvention auront ete optimises en fonction de I'organisme bote dans lequel elle sera 
exprimee, ces methodes d'optimisations etant bien connues de Thomme du metier. 

L'invention a encore pour objet Tutilisalion d'une sequence d'acide nucleique 
codant pour une SAT selon Tinvention definie precedemment. en particulicr pour un 
5 adressage cytoplasmique, mitochondrial ou chloroplastique, dans un precede pour la 
transformation des plantes, comme sequence codante permettant de modifier Ic contcnu 
en cysteine, methionine et derives, et glutathion des plantes transformees. Ceite 
sequence peut bien entendu egalement etre utilisee en association avec d'autre(s) gcne(s) 
marqueur(s) el/ou sequence(s) codante(s) pour une ou plusieurs autres proprietes 
agronomiques. 

La presente invention concerne egalement un gene chimere (ou cassette 
d'expression) comprenant une sequence codante ainsi que des elements de regulation en 
position 5' et 3' heterologues pouvant fonctionner dans un organisme hole, en particulicr 
les cellules vegetales ou les plantes. la sequence codante comprenant au moins une 
sequence d'acide nucleique codant pour une SAT telle que definie precedemment. 

Par organisme bote, on entend tout organisme mono ou pluriccllulaire, infericur 
ou superieur, dans lequel le gene chimere selon Finvention peut etre introduit. 1! s'agit 
en particulicr de bacteries, par exemple E, coli, de levures, en particulicr des genres 
Saccharomyces ou Kluyveromyces, Pichia, de champignons, en particulicr yispergillus. 
d'un baculovirus, ou de preference des cellules vegetales et des plantes. 

Par "cellule vegetale", on entend selon Tinvention toute cellule issue d'une 
plante et pouvant constituer des tissus indifferencies tels que des cals, des tissus 
differencies tels que des embryons, des parties de plantes. des plantes ou des semences. 

On entend par "plante" scion l'invention, tout organisme mukicollulairc 
differencie capable de photosynthese, en particulier monocotyledones ou dicotyledones, 
plus particulierement des plantes de culture destinees ou non a Talimentation animale ou 
humaine, comme le mais, le ble, le colza, le soja, le riz, la canne a sucre, la betterave, le 
tabac, le coton, etc. 

Les elements de regulation necessaires a I'expression de la sequence d'acide 
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nucleique codant pour une proteine de fusion selon T invention sont bien connus de 
rhomme du metier en fonction de rorganisme bote. lis comprennent notamment des 
sequences promotrices, des activateurs de transcription, des sequences terminatrices, y 
compris des codons start et stop. Les moyens et methodes pour identifier et selectionner 
5 les elements de regulation sont bien connus de Thomme du metier et largement decrits 
dans la litterature. 

L'invention concerne plus particulierement la transformation des planies. 
Comme isequence de regulation promotrice dans les plantes, on peut utiliser toute 
sequence promotrice d'un gene s'exprimant naturellement dans les plantes en pariiculier 
0 un promoteur s'exprimant notamment dans les feuilles des plantes. comme par exemple 
des promoteurs dits constitutifs d'origine bacterienne, virale ou vegetale ou encore des 
promoieurs dits lumiere dependants comme celui d'un gene de la petite sous-unite de 
ribulose- biscarboxylase/oxygenase (RuBisCO) de plante ou tout promoteur convenablc 
connu pouvant etre utilise. Parmi les promoteurs d'origine vegetale on cilcra les 
5 promoteurs d'histone tels que decrits dans la demande EP 0 507 698, ou le promoteur 
d'actine de riz (US 5,641,876). Parmi les promoteurs d'un gene de virus de plante. on 
citera celui de la mosaVque du choux tleur (CAMV 19S ou 35S). ou le promoteur du 
circovirus(AU 689 311). 

On peut encore utiliser une sequence de regulation promotrice spcciflque de 
regions ou de tissus particuliers des plantes, et plus particulierement des promoteurs 
specifiques des graines ([26 ] Datla, R.& al.. Biotechnology Ann. Rev. (1997) 3, 269- 
296), notamment les promoteurs de la napine (EP 255 378), de la phaseoline. de la 
glutenine, de la zeine. de Theliantinine (WO 92/17580). de Palbumine (WO 98/45460). 
de Toelosine (WO 98/45461), de TATSl ou de l'ATS3 (WO 99/20275). 

Selon invention, on peut egalement utiliser, en association avec la sequence de 
regulation promotrice, d'autres sequences de regulation, qui sont situees enirc le 
promoteur et la sequence codante, telles que des activateurs de transcription 
("enhancer"), comme par exemple Tactivateur de translation du virus de la mosafque du 
tabac (TMV) decrit dans la demande WO 87/07644, ou du virus etch du labac (TEV) 
decrit par Carrington & Freed. 

Comme sequence de regulation terminatrice ou de polyadenylation, on peut 
utiliser toute sequence correspondante d'origine bacterienne, comme par exemple le 
terminateur nos d'Agrobacterium tumefaciem, ou encore d'origine vegetale, comme par 
cxcmpic un terminateur d'histone tel que decrit dans la demande EP 0 633 31 7. 

La presente invention concerne egalement un vecteur de clonage et/ou 
d'expression pour la transformation d'un organisme hote contenant au moins un gene 
chimere tel que defmi ci-dessus. Ce vecteur comprend outre le gene chimere ci-dessus. 
au moins une origine de replication. Ce vecteur peut etre constitue par un plasmide, un 
cosmide, un bacteriophage ou un virus, transformes par Tintroduciion du gene chimere 



wo 00/36127 



10 



PCT/FR99/03179 



selon rinveniion. De tels vecieurs de transformation en fonction de Forganisme hote a 
transformer sont bien connus de I'homme du metier et largement decrits dans la 
litterature. Pour la transformation des cellules vegeiales ou des planies, il s'agira 
notamment d'un virus qui peut etre employe pour la transformation des plantes 
5 developpees et contenant en outre ses propres elements de replication et d'expression. 
De maniere preferentielle, le vecteur de transformation des cellules vegetales ou des 
plantes selon T invention est un plasmide. 

Pour la transformation des organismes botes, le gene chimere selon P invention 
peut elre employe en association avec un gene marqueur de selection, soit dans un 
0 meme vecteur, les deux genes etant associes de maniere convergente. divergente ou 
colineaire, ou encore dans deux vecteurs employes simultanement pour la 
transformation de Forganisme bote. De tels genes marqueurs et leur utilisation pour la 
transformation d'organismes botes sont bien connus de Phomme du metier et largement 
decrits dans la litterature. 

Parmi les genes codant pour des marqueurs de selection, on peut citcr les genes 
de resistance aux antibiotiques, les genes de tolerance aux herbicides (bialaphos. 
glyphosatc ou isoxazoles), des genes codant pour des enzymes facilement identifiables 
comme Tenzyme GUS (ou GFP, Green Fluorescent Protein des genes codant pour 
des pigments ou des enzymes regulant la production de pigments dans les cellules 
transformees. De tels genes marqueurs de selection sont notamment decrits dans les 
demandes de brevet EP 242 236, EP 242 246, GB 2 197 653, WO 91/02071, WO 
95/06128, WO 96/38567 ou WO 97/04103. 

L'invention a encore pour objet un procede de transformation des organismes 
botes, en particulier des cellules vegetales par integration d'au moins une sequence 
d^acide nucleique ou un gene cbimere tels que definis ci-dessus, transformation qui peui 
etre obtenue par tout moyen connu approprie, amplemeni decrit dans la litterature 
specialisee et notamment les references citees dans la presente demande, plus 
particulierement par le vecteur selon ['invention. 

Une serie de metbodes consiste a bombarder des cellules, des protoplastes ou des 
tissus avec des particules auxquelles sont accrocbees les sequences d'ADN. Une autre 
serie de metbodes consiste a utiliser comme moyen de transfert dans la plante un gene 
cbimere insere dans un plasmide Ti d'Agrobactehum nmefaciens ou Ri 
d'Agrobacterium rhizogenes. D'autres metbodes peuvenl etre utilisees telles que la 
micro-injection ou I'clectroporation, ou encore la precipitation direcic au mo\cn Jc 
PEG. L'homme du metier fera le choix de la methode appropriee en fonction de la 
nature de Forganisme bote, en particulier de la cellule vegetale ou de la plante. 

La presente invention a encore pour objet les organismes botes, en particulier 
cellules vegetales ou plantes, transformes et contenant un gene cbimere defini ci-dessus. 
La presente invention a encore pour objet les plantes contenant des cellules 
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iransformees, en particulier les plantes regenerees a panir des cellules transtbrniees. La 
regeneration est obtenue par tout procede approprie qui depend de la nature de I'espece, 
comme par exemple decrit dans les references ci-dessus. Pour les precedes de 
transformation des cellules vegetales et de regeneration des plantes, on citera 
5 notamment les brevets et demandes de brevet suivants: US 4,459,355, US 4,536,475. 
US 5,464,763, US 5,177,010, US 5,187,073, EP 267,159, EP 604 662, EP 672 752. US 
4,945,050, US 5,036,006, US 5,100,792, US 5,371,014, US 5,478,744, US 5.179,022, 
US 5,565,346, US 5,484,956, US 5,508,468, US 5,538,877, US 5,554.798, US 
5,489,520, US 5,510,318, US 5,204,253, US 5,405,765, EP 442 174, EP 486 233. EP 
10 486 234, EP 539 563, EP 674 725, WO 91/02071 et WO 95/06128. 

La presente invention conceme egalement les plantes transformees issues de la 
culture et/ou du croisement des plantes regenerees ci-dessus, ainsi que les graines dc 
plantes iransformees. 

Les plantes transformees pouvant elre ohtenues selon I'invention pcuvcnt clre du 
15 type monocotyledones telles que par exemple les cereales, la cannc a sucre, Ic riz ci Ic 
mais ou dicotyledones comme par exemple le labac, la soja, le colza, Ic coton. la 

betterave, le trefle, etc 

Les plantes transformees selon Tinvention peuvent contenir d'autres genes 
d'interet, conferant aux plantes de nouvelles proprietes agronomiques, Parmi les genes 
20 conferant de nouvelles proprietes agronomiques aux plantes transformees, on peut citcr 
les genes conferant une tolerance a certains herbicides, ceux conferant une tolerance a 
certains insectes, ceux conferant une tolerance a certaines maladies . De tels genes sonl 
notamment decrits dans les demandes de brevet WO 91/02071 et WO 95/06128. On 
peut egalement citer les genes modifiant la constitution des plantes modifiees, en 
25 particulier la leneur et la qualite de certains acides gras essenliels (EP 666 918) ou 
encore la teneur et la qualite des proteines, en particuliers dans les feuillcs et/ou les 
graines desdites plantes. On citera en particulier les genes codant pour des proteines 
enrichies en acides amines soufres ([1]; WO 98/20133 ; WO 97/41239 ; WO 95/31554 : 
WO 94/20828 ; WO 92/14822, US 5 939 599, US 5 912 424). Ces proteines enrichies 
30 en acides amines soufres auront egalement pour fonction de pieger et stocker la cysteine 
et/ou la methionine excedentaire, permettant d'eviter les problemes eventuels de toxicitc 
lies a une surproduction de ces acides amines soufres en les piegeant. 

On peut citer egalement des genes codant pour des peptides riches en acides 
amines soufres cl plus particulicrcment cn cysteines, les dits peptides a>ani egalemem 
35 une activite antibacterienne et/ou antifongique. On citera plus particulierement les 
defensines de plantes, de meme que les peptides lytiques de toute origine, et plus 
particulierement les peptides lytiques suivants : Tandroctonine (WO 97/30082 et WO 
99/09189), la drosomicine (WO 99/02717), la thanatine (WO 99/24594) ou - 
Theliomicine (WO 99/53053). 
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Ces autres genes dMnteret peuvent etre combines au gene chimere selon 
rinvention soit par croisement conventionnel de deux plantes contenanl chacune I'un 
des genes (la premiere le gene chimere selon F invention et la seconde le gene codant 
pour la proteine d'interet) soil en effectuant la transformation de cellules vegetales 
5 d'une plante contenant le gene codant pour la proteine d'interet avec le gene chimere 
selon rinvention. 

Les examples ci-apres permettent d'illustrer invention, sans loutefois chercher 
a en limiter la portee. 

Toutes les methodes ou operations decrites ci-dessous dans ces examples sonl 
0 donnees a litre d'exemples el correspondent a un choix, effectue parmi les differenies 
methodes disponibles pour parvenir au meme resultat. Ce choix n'a aucune incidence sur 
la qualite du resultat et par consequent, toute methode adaptee peut etre ulilisee par 
Thomme de I'art pour parvenir au meme resultat. La plupart des methodes d'ingenierie 
des fragments d'ADN sont decrites dans "Current Protocols in Molecular Biology" 
5 Volumes 1 el 2, Ausubel F.M. et al , publics par Greene Publishing Associates el Wiley 
-Interscience (1989) ou dans Molecular cloning, T.Maniatis, E.F.Friisch. 
J.Sambrook,1982. 

Le contenu de toutes les references cilees dans la description ci-dessus el dans 
les exemples ci-apres est incorpore au contenu de la presente demande de brevet par 
reference. 

Exemple L Mise en evidence de I'inhibition de la serine acctyltransferase 
chloroplastiquc dc fcuilles de pois {Pisum sativum) par la cysteine 

On prepare a partir de feuilles de pois les Irois companimenls subccllulaires 
correspondanl au cytosol (preparation a partir d'un fractionnement subccllulaire dc 
protoplastes de pois. [12]), aux mitochondries et aux chloroplastes [12]. On en extrait 
les proteines solubles et on mesure Tactivite serine acetyltransferase presente dans 
chacun des companimenls au moyen d'une technique decrite [12, 1 7]. 

Description de la methode de dosage: 

L^activiie de la serine acetyltransferase est mesuree par chromatographic liquidc 
haute performance (HPLC), en dosant rO-aceiylserine formee au cours de la reaction 
(reaction I), apres derivaiization avec de Tonhophtalaldehyde (OPA). Une quantite 
definie dc Tcxtrait proleiquc, correspondanl au cylosoK ct aux differenies fraciions 
solubles des chloroplastes (stroma) et mitochondries (matrice), est dessale sur une 
colonne PDIO (Pharmacia) prealablement equilibree en tampon 50 mM Hepes-HCL pH 
7,5 et 1 mM EDTA. La reaction enzymatique est effectuee en presence de 50 mM 
Hepes-HCl, pH 7.5, ImM diihiotreitol, 10 mM L-serine, 2.5 mM acetyl-CoA, dans un 
volume reactionnel de 100 pi, a 25 X. Apres 10 a 15 min d'incubation. la reaction est 



wo 00/36127 



13 



PCT/FR99/03179 



arretee par Taddilion de 50 ^l d'acide irichloroacetique 20% (P/V). Les proteines ainsi 
precipitees sont ensuite climinees par une centrifugation de 2 min a 15,000^. Le 
sumageant, contenant le produit de la reaction (OAS), est melange avec 500 nl d'une 
solution de derivatization (54 mg d'OPA dissous dans 1 ml d'ethanol absolu, 9 ml d'une 
5 solution de borate-NaOH 400 mM, pH 9,5 et 0,2 ml de B-mercaptoelhanol 14 M) et 
incube pendant 2 min. Une fraction de ce melange (20 ^il) est injectee sur une colonne 
de phase inverse (colonne AccQ Tag Cig, 3,9 X 150 mm. Waters) connectee a un 
systeme HPLC. Les tampons utilises pour Telution des^'composes derives par I'OPA 
sont:Tampon A, 85 mM acetate de sodium, pH 4.5, et acetoniiile 6% (VA/), pH 4,5; 

10 Tampon B. acetonitrile, 60 % (WfV) dans de I'eau. L'O-acetylserine, derivee par TOPA, 
est eluee par un gradient lineaire continu du tampon B dans le tampon A de 25 a 70 % 
(VA^), el detectee par fluorescence a 455 nm (excitation a 340 nm). Le temps do 
retention de TO-acetylserine est dans nos conditions de Tordre de 6.2 min, et la quantite 
de produit forme dans les essais enzymatiques est quantifiee a partir d'une courbe clalon 

15 realisee avec de rO-acetyiserine. Les essais enzymatiques ont ete optimises atln do 
respecter le pH optimal de la reaction, la linerarile en fonction du temps, ci afin d'opcrer 
dans des concentrations saturantes en substrats. 

Effet de la cysteine sur Tactivite serine acetvltransferase de feuilles de pois 
20 L'incubation (2 min) est realisee en presence de I'extrail proteique (cylosol, 

matrice et stroma), et des concentrations croissantes de L-cysteine (de 0 a 1 mM), avant 
Tajout de concentrations saturantes des substrats de la serine aceiyltransferasc, la L- 
serine (10 mM) et Tacetyl-CoA (2,5 mM). La reaction enzymatique et le dosage de VO- 
acetylserine residuelle dans le surnageant sont effectues comme decrit prccedcmmeni. 
25 Le resultat de ces experiences est represente sur le graphe de la figure 2 en annexe. 

Si on ajoute de la cysteine libre (de 0 a I mM, Figure 2) aux differenis essais, on 
constate une tres forte inhibition de Tactivite serine aceiyltransferasc chloroplaslique 
(constante d'inhibition de Tordre de 30 ^M). L'activite serine acetyltransferase 
mitochondriale est inhibee mais pour des concentrations superieures de cysteine 
30 (constante d'inhibition de I'ordre de 300 fiM). En revanche, l'activite serine 
acetyltransferase cytosolique est insensible a I'inhibrtion par la cysteine jusqu'a des 
concentrations de Tordre de 1 mM (figure 2). Ce resultat prouve done que seule 
l'activite serine acetyltransferase chloroplastique, done I'enzyme associee a la voie de 
rassimilalicn du sulfate, est inhibee par Ic produit final, la L-cyslcinc. 
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Tableau I: Determination des activitcs speciriques et dcs valeuns de CI50 pour la 



cysteine pour chacune des isoformes de la serine acet>'ltransferase. 



^ierine acetyitransterase (Fisum sativum) 




Activite specilique 
nmoles OAS •min"' • mg"* 


CI50 L-cysteinc 

mM 


btroma 




33,4 ± 8 


Matrice 


iU±2 


283 ± 50 


Cytosol 


u,«J ± 0,3 


pas d'lnhibition 



La concentration en L-cysteine permetlant Tobtention de 50% d'inhibition (CI50) 
5 dans les conditions standards de la reaction calculee pour differentes preparations 
enzymatiques est representee dans le tableau I. Les determinations de Tactiviic 
enzymatique de la serine acetyltransferase et de la CI50 ont ete effectuees lors de 9 
experiences differentes (stroma), et lors de 3 pour les exlraits cytosolique el issus de la 
mitochondrie. De meme, Tactivile de la serine acetyltransferase du chloroplaste dc 
0 feuilles d'epinards est sensible a la cysteine. A I'opposee, chez Arabidopsis ihuliana il 
apparait que seul I'activite de risoforme associee au compartimenl cytosolique soil 
controlee par le niveau de cysteine ([27] Noji M. & al. 1998, J. Biol. Chem. 273, 
32739-32745 ; [28] Inoue K. & al. 1999, Eur. J. Biochem. 266, 220-227). Pour ces 
auteurs, Tactivite associee au compartiment chloroplastique est insensible a la cysteine. 
5 II semblerait done que Tinhbition de Taclivite serine acetyltransferase chloroplastique 
par la cysteine soit un phenomene plante-specifique, mais en particulier trcs marquee 
chez les legumineuses comme le pois. 

Etude du mode d' inhibition de Tactivite serine acetyltransferase par la cysteine 

La Vitesse de la reaction enzymatique a ete determinee pour des concentrations 
fixes de cysteine (0 ^iM; 10 ^M; 20 \xU\ 40 ^M; 60 \iU et 100 jiM) en faisanl varier 
soit la concentration en L-serine soit en acetyl-CoA, pour des concentrations salurantes 
du second co-substrat. Pour chacune des cinetiques obtenues. Taffmite de I'enzyme pour 
ces substrais ne semble pas etre affectee, mais par contre la vitesse maximale de la 
reaction est modifiee. Plus la concentration en L-cysteine augmente, plus la vitesse de 
synthese de I'O-acetylserine est diminuee. Pour chacune des conditions analysces, la 
constante d'inhibition K\ a ete estimee de Tordre de 30 (± 2.2^ uM fsubstrat variable: Ui 
serine), et de 22 (± 2 ^M) (substrai variable: I'acetyl-CoA), Nous avons pu montre que 
la cysteine est un inhibiteur de type non-competitif pour I'activite serine 
acetyltransferase et de plus de type allosterique (constante de Hill de Tordre de 1,6 ± 0,3 
pM) en utilisant les equations cinetiques classiques ([29] Segel, LH. (1995), John Wiley 
and Sons, New- York). Ces resultats indiquent que I'inhibition de Tcnzyme 
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chloroplastiquc prend place en un site different du site actif, et de plus qui n'existe pas 
sur risoforme serine acetyltransfcrase, presente dans le cystosol. 

Ces valeurs de constantes d'inhibition sont consistantes avec la concentration en 
cysteine determinee dans les chloroplastes de pois de 40 ± 10 |aM (2 nmoies / mg 
5 chlorophylle), valeur qui est calculee pour un volume du compartiment stromatique de 
rordre de 35 a 65 |il par mg de chlorophylle. 

Dissociation du complexe bi-enzymatique, cysteine synthase, par la cysteine 

La serine acetyllransferase de la cellule vegetale, comme son homologue 
0 bacterien, forme un complexe enzymatique avec I'O-acetylserine (thiol) lyase, I'enzyme 
qui catalyse la condensation du soufre reduit avec TO-acetylserine. Ce complexe bi- 
enzymalique est appelee cysteine synthase. Toute la serine acetyltransfcrase du 
chloroplaste existe sous une forme en complexe avec PO-acetylserine (thiol). lyase, alors 
que la majorite de TO-acetylserine (thiol) lyase est sous la forme libre. La distribution 
5 de chacune de ces enzymes dans chacun des compartiments sub-ccllulaires dc feuilles 
de pois est decrite dans le Tableau II. 



Tableau II : Activite specifique dcs activites serine acetyltransfcrase ct O- 
acetylscrine (thiol) lyase dcs compartiments cellulaires de feuilles dc pois 





Serine 6/-acctylserine (thiol) 
acetyltransfcrase lyase 
Activity specifique (mU/mg) 


Ratio OASTL / SAT 


stroma 




m 




Matrice 


12 


50 


4 


Cytosol 


0.90 


180 


200 



Le rapport de Tactivite 0-aceiylserine (thiol) lyase (OASTL) a I'activite serine 
acetyltransfcrase (SAT) rend compte du large exces de I'OASTL sur la SAT. En 
particulier dans le stroma (chloroplaste) ou s'effectue I'assimilation el la reduction du 
sulfate, et dans le cytosol, 95% de I'activite OASTL est sous forme libre. Ces conditions 
sont necessaires pour une synthese optimale de la cysteine [14]. Le complexe cysteine 
synthase est composee d^in ictramcrc de serine acetyltransfcrase el dc deux dimcrcs 
d'O-acety {serine (thiol) lyase. L'O-acetylserine, le produit de la reaction de la serine 
acetyltransfcrase, dissocie ce complexe bienzymatique, et le soufre tend a stabiliser 
celui-ci [14], Ces interactions proteines-proteines au sein du complexe conferenl de 
nouvelles proprietes a chacunes des enzymes, en particulier la serine acetyltransfcrase 
acquiere de nouvelles proprietes catalytiques comparativement a la forme libre. De plus. 
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rO-acetylserine (thiol) lyase en complexe est inactive dans la synthese de la cysteine, el 
seul la forme libre (en exces dans la cellule) catalyse la synthese de la cysteine [14]. 

Une fraction chloroplastique {Pisum sativum), prealablement incubee en 
presence d'une concentration optimale de cysteine (0.1 mM), conduisant a I'inhibition 
5 de la serine acetyltransferase (voir figure 2) est ensuite soumise a une chromatographic 
de gel filtration permettant la separation des molecules en fonction de leur masse 
moleculaire. Dans ces conditions le complexe cysteine synthase se dissocie en 
tetrameres de serine acetyltransferase et dimeres d'O-acetylserine (thiol) lyase. La 
serine acetyltransferase chloroplastique sous sa forme libre est loujours sensible a 
0 I'inhibition par la cysteine. Pour afiner ce resultat el confirmer que Tinhibilion de 
Tenzyme n'est pas dependante de Tinteraction avec TOASTL, une serine 
acetyltransferase a ete partiellement purifiee a partir de chloroplaste de pois, par une 
chromatographic d'echanges d'ions suivie par une chromatographic de filtration 
moleculaire realisee en presence d'O-acety I serine (1 mM). une condition qui cniraine la 
5 dissociation du complexe. 

La fraction de serine acetyltransferase ainsi libre de contaminations par I'O- 
acetylserine (thiol) lyase est incubee en presence de concentrations croissantes de 
cysteine dans les conditions decrites dans le tableau 1 et Figure 2 . La CL„ calculee est 
de I'ordre de 15 +/- 3 micromolaire ct est comparable a la valeur obtenue precedemment 
pour Tenzyme dans les conditions du chloroplaste (voir Tableau I). Ce dernier resultat 
permet d'etablir un modele pour rendre compte de Tinhibition de la serine 
acetyltransferase chloroplastique. Dans la figure 3. la forme tetramerique de la serine 
acetyltransferase (SAT) est figuree par les cercles gris et le dimere de lY;-acetylserine 
(thiol) lyase (OASTL) par les cercles noirs. Le complexe cysteine synthase 
fonctionnelle dans la cellule est figure par Tassociation des deux populations 
moleculaires. En presence de cysteine, le complexe cysteine synthase fixe de la cysteine 
qui modifie les interactions proteines-proteines au sein du complex cysteine synthase, ei 
conduit a la dissociation en tetrameres de SAT et dimeres d'OASTL. La SAT ainsi sous 
sa forme libre est aussi sensible a la cysteine, et Ton sait que cette structure a tendance a 
former des aggregats (hors du complexe cysteine synthase) et qui se traduisent par une 
perte de son activite [14]. 

Exemplc2. Isolcmcnt et caracterisation d*un gene codant pour une isoformc 
•serine acety ltransferase putative cytoplasiniquc (SAT3) 112] 

On reprend dans cet exemple le mode operatoire decrit en page 502 de Ruffet & 
al. [12], en particulier les chapitres decrits sous les titres " Bacterial strain and growth 
conditions'' et "Isolation of A, thaliana serine acetyltransferase cDNA clones by 
complementation in E. coli 
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Un gene codanl pour une serine acetyltransferase putative cylosolique (Z34888 
ou L34076) representee sur la Figure 4 (SEQ ID NO 1), a ete isole par 
complementation fonctionnelle d'une souche Escherichia coli deficiente pour I'activite 
serine acetyltransferase. L'analyse de la sequence primaire a montre la presence d'une 
5 forte similitude avec la sequence de Tenzyme bacterienne (56% d'homologie et 41% 
d'identit6). 

Les amorces qui ont ete utilisees pour ramplification de la sequence 
nucleotidique el son clonage dans le vectcur utilise pour la transformation de plants de 
tabac sont les suivantes : 
10 OligO 1 : 5 ' GAGAGA GGAT CCTCTTTCCA ATCATAAACC ATGGCAACAT 
GCATAGACAC ATGC 3 ' 
OligO 2 : 5 ' GGCTCACCAG ACTAATACAC TAAATTGTGT TTACCTCGAG 
AGAGAG 3' 

Cos amorces permcttcnt Tintroduction dcs sites do restriction liamlll en 5' 
1 5 (GGATCC) et Sad en 3^ (GAGCTC), 

L'extremite N-terminale de la sequence en acide amine de Tisoforme SAT3 ne 
presente pas les caracteristiques des peptides d'adressage dans un organite (milochondrie 
ou chloroplastc), Cette analyse conduit a supposer une localisation cytosolique pour 
cette isoforme [12], L'absence de peptide d'adrcssage de type chloroplastique pour cetie 
20 isoforme a pu etre confirme lors d'experience d'import dans les chloroplasles ([29] 
Murillo & al. 1995, Cell, and Mol. Biol. Research 4K 425-433), A Poppose, une etude 
utilsant des constructions incluant une portion en de la sequence nucleotidique et une 
proteine marqueur (Green Fluorescent Protein, GFP) ont montre que la presence du 
produit de fusion (5'-SAT3-GFP) dans le chloroplaste de plants d' A, iha/iana 
25 transformes (stade vegetatif de la plante) et aussi dans le cytosol (au stade florale) [27|. 
Le gene de la SAT 3 (L34076) presente une structure sans introns. 

Excmple 3. Sur-exprcssion ct punfication de la SAT3 chcz Escherichia coli 

Le protocole defini pour la sur-expression de {'enzyme chez £. coli permet la 

30 purification de I'enzyme sous sa forme libre ou en complexe avec TO-acetylserine (thiol) 
lyase de plante, le complexe cysteine synthase [14]. Avec les proteines purifiees. I'effet 
de la cysteine sur I'activite de la serine acetyltransferase a ete analysee par un dosage 
spectrophotometrique base sur la consommation de Tacetyl-CoA au cours de la reaction 
1, en lonction du temps d'incubation. Cette analyse s'effectue dans un milieu (1 ml) 

35 contenant 50 mM Hepes-HCl, pH 7.5, 2 mM L-serine et 0.2 mM Acetyl-CoA. La 
reaction est suivie en mesurant la diminution de I'absorbance a 232 nm (coefficient 
d'extinction moleculaire de 4200 M-lcm-l)([30 ] Kredich, N,M. & aL, J. Biol. Chem. 
(1969) 244, 2428-2439). Nous avons pu montrer que cette isoforme (SAT3) sous sa 
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forme libre ou en complexe avec TO-acetylserine (thiol) lyase est insensible a la 
cysteine. Ce resultat nous permet de confirmer que cet ADNc (L34076, Figure 4) code 
pour une serine acetyltransferase cytosolique, car la composition en acides amines de 
I'extremite N-terminale ne presente pas les caracteristiques de peptides de transit, et de 
5 plus cetle serine acetyltransferase est insensible a la cysteine. Ce dernier resultat est 
similaire aux observations obtenues pour I'activite serine acetyltransferase cytosolique 
de feuilies de pois (Figure 2 et Tableau I). 

Exemple4. Isolement et caractcrisation d*un gene codant pour une isoforme 

0 serine acetyltransferase cytoplasmique (SAT3' ) (U30298) 

On reprend le mode operatoire de Texemple 3 avec les oligonucleotides 3 et 4 
suivants : 

OligO 3 : 5 ' GAGAGAGGAT CCTCTTATCG CCGCGTTAAT ATGCCACCGG 
CCGGAGAACTC C 3 • 
5 OligO 4 : 5 ' GAGCCTTACC AGTCTAATGT AGTATATTTC AACCTCGAGA 
GAGAG 3' 

On isole un gene codant pour une acetyltransferase (U 30298) representee sur la 
figure 5 fSEQ ID NO 2). L'analyse de la sequence primaire a montrc la presence d\inc 
forte similitude avec la sequence de I'enzyme bacterienne (5L6 % d'homologie et 42.6 

[) % d'identite). La structure du N-terminale (absence des conditions necessaires 
permettant un addressage dans un organites) indique qur cette isoforme possede une 
localisation cytosolique. Par contre elle est donnee sensible a la cysteine [27]. Co 
resultat differe des donnees obtenues avec les feuilies de pois (et d'epinards). dans ie 
sens que le site de regulation par la cysteine semble etre confmec au cytosol chcz A . 

5 ihaliana. [27]. De plus, il semblerait que A. lhaliana possede au moins deux isolbrmes 
cytosoliques : SAT3 (exemple 3) et SAT3' (ou U30298. exemple 4). A la difference du 
gene de la SAT3, le gene correspondani a la SAT3' presente un intron. 

Exemple 5. Isolement et caractcrisation de genes codant pour une isoforme 

1 serine acetyltransferase (SATl *) 

Le mode operatoire decrit pour l^exemple 3 est repris pour le present exemple. 

Un gene codant pour une serine acetyltransferase (L78443) represenie sur la 
figure 6 (SEQ ID NO 3) a ete isolee par complementation fonctionnelle d'une souche 
Escherichia coli deficiente pour Taciivite serine aceiyliransferase.[12 J L'analyse dc la 
sequence primaire montre de fortes similitudes avec la sequence de I'enzyme 
bacterienne (52.7% d'homomlogie et 39% d'identite). 
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Les amorces qui ont ete utilisees pour ramplification de la sequence 
nucleotidique et son clonage dans le vecteur utilise pour la transformation de plants de 
tabac (en caracteres gras sur la figure 3) sont les suivantes : 

OligO 5 : 5 • GAGAG AGGAT CCCCTCCTCC TCCTCCTCCT ATGGCTGCGT 
5 GCATCGACAC CTG 3' 

OligO 6 : 5 • GCTCACCAGC CTAATACATT AAACTTTTTC AGCTCGAGAG 
AGAG 3» 

Ces amorces permettent I'instroduction des sites de restriction BamHl en 5' 
(GG ATCC) et Sad en 3 ' (GAGCTC). 
10 On obtient un deuxieme gene codant pour une serine acetyltransferase putative 

mitochondriale (U22964) represente sur la figure 7 (SEQ ID NO 4) en reprenant le 
meme mode operatoire avec i'bligo 7 en remplacement de I'oligo 5 comme amorce en 
S\ 

OligO 7*^ : 5 * GAGAGA GGAT CCGGCCGAGA AAAAAA7VAAA ATGTTGCCGG 
15 TCACAAGTCG CCG 3' 

L'extremite N-terminale de la sequence en acide amine de I'isoforme SATl 
presente les caracteristiques des peptides d'adressage dans un organite (mitochondrie ou 
chloroplaste). Une localisation mitochondriale a ixi confirme recemment par la 
20 construction d'une proteine de fusion incluant la portion 5' et la "green fluorescent 
proteine" (5'SATl-GFP) et par tranformation de plants d^Arabidopsis thaliana [27]. 
Le gene de la SATl' (L78443) ou SATl (U22964), comme son homologue (SAT3) ne 
presente pas d'intron. 

25 Exemple6. Sur-expression et purification de la SATl chez Escherichia colL 
Localisation de cette isoforme chez /I. thaliana 

Le protocole defini pour la sur-expression de I'enzyme chez E. coli permet la 
purification de I'enzyme (sous sa forme sans peptide de transit, SAT L78443) sous sa 
forme libre ou en complexe avec TO-acetylserine (thiol) lyase de plante, le complexe 

30 cysteine synthase [14], Avec les prot^ines purifiees, Teffet de la cysteine sur Tactivite de 
la serine acetyltransferase a ete analysee par un dosage spectrophotometrique base sur la 
consommation de Tac^tyl-CoA au cours de la reaction 1, en fonction du temps 
d'incubation (voir exemple 3). L'analyse a €\€ aussi effectuee par un dosage du produit 
de la reaction (OAS) par HPLC (voir exemple 1). Nous avons pu montrer que cette 

35 isoforme (SATl ') sous sa forme libre ou en complexe avec I'O-acetylserine (thiol) lyase 
est insensible a la cysteine: Ce dernier r^sultat parallele les observations obtenues pour 
Tactivit^ serine acetyltransferase mitochondriale de feuilles de pois (Figure 2 et Tableau 
I). Cette demierie etant inhibee pour des concentrations non-physiologiques de cysteine. 
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Avec une preparation de mitochondries obtenue a partir de feuilles de pois. ou a 
partir de protoplastes isses de cultures de cellules, la localisation de cette isoforme dans 
la mitochondrie a pu etre confirmee. 

La fraction mitochondriale depourvue de contaminations plastidiale el 

5 cytosolique a ete obtenue en utilisant le protocole defini pour les mitochondries de 
feuilles de pois [12]. La masse moleculaire du polypeptide revele par les anticorps 
diriges centre le peptide [-TKTLHTRPLLEDLDR-] (voir sequence acide amine de la 
SAT!) est de Pordre de 34000 daltons, une valeur qui est en accord avec la masse de la 
proteine obtenue grace aux programmes d'analyse de sequence pour la prediction des 

0 sites de clivages. 

Exemple 7. Isolement et caracterisation de genes codant pour une isoforme 
serine acet> {transferase (SAT2) 

Le mode operatoire decrit pour Texemple 3 est rcpris pour le present cxcmplc. 
Un gene codant pour une serine acetyltransferase (L78444) representc sur la 
figure 8 (SEQ ID NO 5) a ete isole par complementation fonciionnelle d'une souche 
Escherichia coli deficiente pour Tactivite serine acetyltransferase.[12] L'analyse de la 
sequence primaire a montre la presence de fortes similitudes avec la sequence de 
I'enzyme bacterienne (49.5% d'homologie et 35.4% d'identite). 

Les amorces qui ont ete utilisees pour Tamplification de la sequence 
nucleotidique et son clonage dans le vecleur utilise pour la transformation de plants de 
tabac (en caracteres gras sur la figure 8 sont les suivantes : 

Oligo 8 : 5 ' GAGAG AGGAT CCGACAAGTT GGCATAATTT 

ATGGTGGATC TATCTTCCT 3' 
Oligo 9 : 5 ' CCTGTGTGAT TGTCGTGTAG TACTCTAGAA 

ACTCGAGAGA GAG 3' 

Ces amorces permettent I'lnlroduction des sites de restriction Bam HI cn 5' 
(GGATCC) et Sac J en 3' (GAGCTC). 

L'analyse de la portion N-terminale de la sequence presente des caracteristiqucs 
pour un adressage de la proteine dans un organite (mitochondrie ou chloroplaste). A la 
difference des autres isoformes decrites ci-dessus, le gene de la SAT 2 est complexe et 
presente plusieurs introns. La comparaison des sequences de la SAT2 avec ses 
homologues d'A, ihaliana, de plantes, et d'auires organismes iaissent supposer une 
origine de type procaryotique (Figure 10). De plus, l'analyse de la sequence N- 
terminale en utilisant le programme chloroP [http://www.cbs.dtu.dk/services/chIorP/], 
indique de forte probabilite pour la presence d'un peptide de transit de type 
chloroplastique. 
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ExempleS. Isolement ct caracterisation de genes codant pour unc isoforme 
serine acetyltransferase (SAT4) 

Un gene codanl pour une serine acetyltransferase (SAT4) represente.sur la figure 
9 (SEQ ID NO 6) a ete isolee par complementation fonctionnelle d'une souche 
^Escherichia coli deficienle pour Tactivite serine acetyltransferase. [12] L'analyse de la 
sequence primaire a montre la presence de fortes similitudes avec la sequence de 
Tenzyme bacterienne (44.5% d'homologie ei 32% d'identite) 

Les amorces qui oni ete utilisees pour ramplification de la sequence 
nucleotidique et son clonage dans le vecteur utilise pour la transformation de plants de 
tabac sont les suivantes : 

OligO 10 :5'GAGAGAGGAT CCGACAAGTTGG CATAATTTAT GGCTTGTATA 
AACGGCGAGA ATCGTGATTT TTCTT 3' 

OligO 11: 5'TACCTCGTAC CACTCAGAAC TCTAGAAACT C GAG AG AG AG 3 ' 

Ces amorces permettent 1' introduction des sites de restriction Dam HI cn 5* 
(GGATCC) et Sad en 3 ' (GAGCTC). 

L'analyse de la portion N-terminale de la sequence presente des caracieristiques 
pour un adressage de la proteine dans un organite (mitochondric ou chloroplastc). Lc 
gene de la SAT 4, comme celui de la SAT2, est complexe et presente plusieurs introns. 
La comparaison des sequences de la SAT4 avec ses homologues d'.4. thaliana, dc 
plantes, et autres organismes laissent supposer une origine de type procaryotique 
(Figure 10). De plus, l'analyse de la sequence N-terminale en utilisant le programme 
ChloroP [http://www.cbs.dtu.dk/services/chlorP/], indique une forte probabililc pour la 
presence d"un peptide de transit de type chloroplastique. La figure 10 represenlc la 
comparaison des sequences, elle a ete realisee en uiilisani le programme Clustaw 
(Vector NTI software). La SAT2 et la SAT4 sont plus proches des SATs procaryotiques 
que nc le sont les SAT3, SATl et SAT52. De plus, rembranchement comprcnd aussi 
une SAT d:algue rouge (AB00848) identifie comme une proteine possedant une 
localisation chloroplastique et sensible a la cysteine ([32] Toda &al. 1998. Biochim. 
Biophys. Acta 1403, 72-84). La SAT4 est identifiee sur le chromosome 4 (Bac clone 
F8D20, accession AL03 1 135). 

ExempleS. Constructions utilisees pour la transformation des plants dc tabac 
varicte petit Havanna 

Expression du transgene dans les feuilles 

Les transformations des plants de tabac sont realisdes par I'intermediaire 
A'Agrobacterium Inmefaciens EHA105, contenant le vecteur pBI]21 (Clonetch) 
(Figures 11 et 12). 
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SAT3 fou SATl ' ou toutc SAT insensible a la cysteine^ 
Afin d'obtenir une expression de la SAT3 (SEQ ID NO 1) de rexempie 2 dans 
le chloroplaste (Figure 1 1), on introduira en position 5' de TADNc une extension qui 
permettra Tadressage dans ce compartiment. Pour cela, le peptide de transit optimise 
5 decrit auparavant sera utilise. 

Entre les bordures gauche (BG) et droile (BD) du T-DNA est clone un gene de 
resistance a la kanamycine (NPTII) codant pour la neomycine phosphotransferase utilise 
comme marqueur de selection pour la transformation du tabac. L'expression du gene 
NPTII est sous la dependance du promoteur et du terminaieur de la nopaline synthase de 
0 A. tumefaciens. En aval, le gene de la /^-glucuronidase clone entre les sites uniques 
Bam\\\ et Sad, est sous le controle du promoteur 35S du virus de la mosaique du chou- 
fleur (CaMV) et le signal de polyadenylation du gene de la nopaline synthase du 
piasmide Ti. L'insertion du produit de la construction 0TP-SAT3 s'effectue enirc les 
sites Xho ct Sad du vecteur delete du gene de la /-glucuronidase (Figure 1 1 ) 
5 SATL SAT3. SAT3\ SAT2. SAT4 ou toutes SAT5; 

Afm d'obtenir une expression de la SAT dans tous lescompartimcnts 
subcellulaires (cytosol, mitochondrie ou chloroplaste), on introduira le transgenc dans Ic 
vecteur approprie decrit dans la figure 12. 

Entre les bordures gauche (BG) et droite (BD) du T-DNA est clone un gene de 
resistance a la kanamycine (NPTII) codant pour la neomycine phosphotransferase utilise 
comme marqueur de selection pour la transformation du tabac. L'expression du gene 
NPTII est sous la dependance du promoteur et du terminateur de la nopaline synthase de 
A. tumefaciens. En aval, le gene de la ^^-glucuronidase clone entre les sites uniques 
BamHl et Sacl, est sous le controle du promoteur 35S du virus de la mosaique du chou- 
Oeur (CaMV) et le signal de polyadenylation du gene de la nopaline synthase du 
piasmide Ti. L'insertion du gene codant pour une SAT s'effectue entre les sites BamHl 
et Sacl du vecteur delete du gene de la B-glucuronidase (Figure 12). 
Expression des transgenes dans les graines 

Une construction similaire a celle presentee dans les figure 11 ou 12 est realisee 
dans le but d'obtenir une expression specifique du transgene dans les graines. Cette 
strategic pourrait etre importante puisque les graines composent I'apport principaie pour 
Talimentation animale. Pour cela le promoteur constitutif de la mosaique du tabac sera 
remplace par un promoteur qui permet une expression specifique du transgene pendant 
la mise en place des reserves de la graine. 

Exemple 9. Transformation du tabac 

De jeunes feuilles de plants de tabac (ages de 3 a 4 semaines) dont la surface est 
sterilisee avec une solution de javel 10% (V/V) pendant 10 min puis rincee a Teau 
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Sterile, sont decoupees a Temporte-piece (30 disques par construction). 20 ml d'une 
culture de 48 heures d!Agrobactehum tumefaciens EHA105 (contenant le vecteur 
pBI121 modifie selon I'invention) sont centrifuges puis resuspendus dans 4 ml d'une 
solution de MgS04 lOmM. Les disques foliaires sont incubes pendant quelques minutes 
5 avec la solution d'agrobacteries puis transferes sur milieu MS (Sigma M-5519) 
supplemente avec 0,05 mg/l d'acide a-naphtalene acetique (NAA, Sigma), 2 mg/I de 6- 
benzylaminopurine (BAP) et 7 mg/l de phytoagar, pendant 2 a 3 jours. Les disques 
foliaires sont ensuite transferes sur un milieu identique auquel sont ajoutes 350 mg/l de 
cefotaxine (bacteriostatique) et 75 mg/l de kanamycine (agent de selection). Au bout de 

10 2 semaines, les disques sur lesquels se sont developpes des cals ainsi que de jeunes 
pousses sont repiques sur un milieu identique afin d'accelerer la croissance des pousses. 
Une semaine plus tard, les pousses vertes sont excisees et transferees sur le meme 
milieu sans hormone, afin de permettre le developpement des raciiies, ceci pendant 2 
scmaines environ, au bout desquelles Ics jeunes plantes sont transferees cn tcrrc ci 

1 5 cultivees en serre. 

Excmpic 10. Analyse des resultats pour les plantes transgeniques SAT3 ct SATT 
(L78443) (forme tronquee dc la SATl U22964) et tcmoins. 

L'impact de Texpression de SAT3, SATl 0TP-SAT3 dans les feuilles ou dans 

20 les graines de plants de tabac est analyse au niveau du contenu en composes soufres, la 
cysteine et la methionine (et derives comme le S-methylmethionine ou SMM) et le 
glutathion. La cysteine et le glutathion sont mis en evidence par la Methode de Fahey 
([33] Fahey, R.C. and Newton, G.L., Methods EnzymoL (1987) 143, 85-96), apres 
derivalization des composes par le thiolyte (mBBR de Calbiochem) el separation par 

25 chromatographic liquide haute performance (CLHP) [33]. Le dosage de la methionine 
libre et du SMM est effectue par les methodes de dosage des acides amines librcs apres 
extraction et derivation par Torthophtaldehyde et separation par CLHP ([34] Brunet, P. 
& al., J. Chrom. (1988) 455, 173-182). La mesure de Tactivite de la serine 
acetyltransferase s'effectue comme decrit dans la methodologie de dosage de XO- 

30 acetylserine formee, par la technique HPLC, ou par la methode de couplage en presence 
d'un exces d*0-acetylserine (thiol) lyase [12], [14]. L'activite du transgene SAT dans les 
plants transformes (c.a.d in vivo) est revelee par le dosage de TO-acetylserine produite 
lors de l'activite de 1 'enzyme et accumulee transitoirement dans la cellule. 

Le dosage de TC^-acetylserine dans les extrails de plantes suit le protocole 

35 suivant. 

Apres broyage des feuilles de tabacs en une fine poudre dans I'azote liquide, les 
extraits sont repris dans Tacide chlorhydrique 0,1 M (1 ml /1 00 mg de poudre). Apres 
une periode d'incubation de I'ordre de 10 min, les debris sont elimines par une 
centrifugation de 15 min a 15.000g. Une fraction du surnageant obtenu, contenant les 
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acides amines libres, est derivatisee pendant 1 min a 25°C en presence d'une solution d' 
orthopiitalaldehyde (solution de 54 mg d'orthophtalaldehyde, 10% methanol, 90% de 
borate de sodium 400 mM, pH 9.5, et 0.2 ml de y0-mercaptoethanol). Les derives OPA- 
acides amines sent alors separes par chromatographic en phase inverse sur une colonne 
5 UPHDO-1 5M (0.46 x 1 50 mm, Interchim) connectee a un systeme HPLC (Waters). Les 
tampons utilises pour r^aliser I'elution sont. Tampon A : acetate de sodium, 85 mM. pH 
4.5 additionne d'acetonitirile 6% final ; tampon B : 60% acetonitrile dans I'eau. La 
separation des ddrives s'effectue selon !e gradient (1 ml/min): 0 min. 30% B dans A : 8 
min, 60 % B dans A ; 9 min, 80 % B dans A ; 10 min, 100 % B ; 12 min, 100 % B. En 
0 sortie de colonne, la fluorescence emise par les derives est mesuree a 455 nm aprcs 
excitation a 340 nm (fluorimetre SFM25, Kontron). 

Le temps de retention de I'O-acetylserine dans nos conditions experimentales est 
de 9,5 min. L'identite du pic correspondant a I'O-acetylserine est confirmee par une co- 
clution avcc unc quanlitc connuc du produit pur. Do plus, un dcuxicnic cuiurulc est 
5 effectue pour confirmer la position de I'O-acetylserine dans les differentes analyses. Les 
echantillons. avant Tincubation avec I'OPA, sont preaiablement traites par du NaOH 0.2 
M finale. Dans ces conditions, la fonction acetate en position OH de la serine est 
transferee sur la fonction amine et permettant ainsi la formation de la .V-acctylscrinc. Cc 
dernier compose n'est plus detecte dans nos conditions experimentales et conduit done a 
la disparition du pic correspondant initialement a l'0-acetyls6rine. 

Les plants transform^s avec le transgene SAT ont ete preaiablement selectionnes 
sur kanamycine et menes a graines. Les plants contrdles (PBI, trois lignees 
independantes contenant le vecteur de transformation et une cassette GUS) sont traites 
de fa(;on identique. Les analyses des plantes comprennent : I ; mise en evidence de 
I'insertion du transgene au niveau du genome par PCR en utilisant les primers 5" ct 3" 
correspondant aux SAT utilisees pour la transformation; 2, mise en evidence du 
messager par unc analyse des messagers a I'aide de sondes correspondant aux 
transgenes SATs utilises pour la transformation des plantes selon les techniques 
connues ; 3. mise en evidence de Tactivite enzymatique associee a la proieine SAT 
selon les methodes decrites dans la litterature ([14]) et localisation du transgene; 4. 
dosage du produit de la reaction SAT, soit I'O-acetylserine (OAS) dans les plantes 
transformees; 5, dosage de la cysteine et de ses derives directs, le glutathion et la 
methionine (et ses derives methyles) ; 5, analyse de la composition en acides amines 
totals des plantes et graines associees a chacun des transgenes obtenus (acides amines 
libres et li^es aux proteines) selon les techniques traditionnelles ; 6 ; analyse de I" impact 
de la sur-expression de I'activite SAT dans la cellule vegetale sur le contenu en activite 
enzymatique associee a la sequence d'assimilation du soufre (transporteurs de sulfate, 
ATP-sulfurylase, APS reductase, sulfite reductase et en particulier rO-acetylserine 
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(thiol) lyase, Tenzyme directement associee a I'aclivite SAT pour la synihese de la 
cysteine ([14]). De plus, les enzymes associees a la sequence de synthese de la 
methionine et du glutathion sont analysees afin de rendre compte de Timpact du conienu 
en cysteine sur le metabolisme associe a la synthese du glutathion et de la methionine. 
5 L'expression du gene de la serine acetyltransferase d'Arabidopsis ihaliana dans 

le tabac conduit a une augmentation du taux en cysteine, du taux en glutathion et du 
taux en methionine dans les tissus des planles transformees par rapport aux plantes 
controles. En general cette augmentation du contenu en composes soufres libres est 
associee a l'expression du transgene dans la cellule vegetale (Figure 13). La mesure est 
0 effectuee dans les feuilles de 3 plantes differentes de chaque lignee homozygote. 
L'activite SAT est mesuree par sa capacite a promouvoir la synthese de cysteine selon le 
protocole decrit precedemment ([ 1 4]). 

L'expression du transgene sous le controle du promoteur consiitutif CaMV 
conduit a augmenter la capacite fractivite enzymatique potentielle maximale mesuree in 
5 viiro) de la SAT d'un facteur 2 a 8 par rapport au niveau mesure dans les plantes 
controles (plantes transformees avec un vecteur vide). Pour rendre compte de Taciivite 
reelle du transgene SAT, une mesure du contenu en O-acetylserine (OAS libre) a ete 
effectuee. Ainsi, le taux d'OAS dans la cellule vegetale (taux moyen de 4 nmoles/ u 
matiere fraiche pour les plantes controles, 6 mesures independantes) a pu etre multiplie 
0 d'un facteur 2 a 10 fois dans les plantes transformees (2 mesures independantes). Ainsi, 
associee a Paugmentation nette de la capacite de l'activite enzymatique de la SAT est 
associee une augmentation de V OAS libre intracellulaire qui resulte de Pactivite du 
transgene in vivo, et a une augmentation du conienu en cysteine libre dans la plupart des 
transgenes SAT par rapport aux plants controles (Figure 14). La teneur en cysteine dans 
5 les plantes controle (PBI) et dans les plants T2 de tabac transformes avec une SAT 
(lignees SATP et SAT3) est determinees comme derives de monobromobimane par 
HPLC pour 3 plantes par lignees ([33]). La teneur en cysteine des lignees transgeniques 
est augmentee de 2 a 10 fois par comparaison aux plantes controle (PBI). 

Le contenu en cysteine libre dans la plupart des plantes transgeniques exprimant 
) une SAT est significativement superieur de 2 a 10 fois au taux naturel mesure dans les 
plantes controles PBI (d'une valeur de 5 nmoles /g matiere fraiche, moyenne calculee 
sur trois lignees independantes et contenant chacune 5 plantes). Get impact de 
l'expression de la SAT est observe des la generation Tl. Par contre aucune correlation 
n^a pu etre mise Cii evidence entre le conienu cn cysteine (ei par ailleurs cn 0/\S libre; 
et l'activite SAT des transgenes mesurees in vitro. Par contre une correlation positive et 
significative a pu etre mesuree entre le contenu en OAS cellulaire et le taux de cysteine 
de la cellule (Figure 15). Par comparaison aux plantes controle, une augmentation de 3 
a 10 fois du niveau d'O-acetylserine libre in vivo liee a l'activite du transgene, resulte en 
une augmentation de 3 a 8 fois du niveau de cysteine dans les plantes. L'analyse a ete 
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realisee sur des feuilles completement dcveloppees (environ 2 mois) de planies 
homozygotes pour le transgene. Les plantes contrdle sont des plantes transformees avec 
des construits vides (PBI). Une augmentation du contenu en OAS libre celluiaire li6e a 
I'activit^ du transgene SAT dans les plants transfomies est positivement correlee avec 
5 une augmentation du contenu en cysteine. Ainsi, une augmentation en moyenne de 6 
fois du taux d'OAS libre est associee avec une augmentation de 6-fois le taux en 
cysteine. La pente associee avec la distribution des points est de 1,06 +/- 0,09 
(coefficient de regression de 0.67). Elle indique que pour chaque molecule d" OAS 
accumulee une mole de cysteine est synthetisee. La valeur de cette penie et I'absence de 
10 plateau observees dans nos conditions experimentaies indiquent que la formation de 
sulfide (assimilation du sulfate et reduction en sulfide) n'est pas une sequence limitante 
et que I'activite SAT parait etre le facteur limitant dans la cellule pour la formation de la 
cysteine (Figure 1 ) 

La localisation sub-cellulaire des transgenes SATl ' (forme tronquee do in SA Tl) 
1 5 et SAT3 dans les plants de tabacs iransformes a pu etre precisee par une preparation de 
la fraction chloroplastique des plants transformes presentant I'activite enzymaiique la 
plus elevee par rapport au plants PBI (controJes). L'activite associee au compariiment 
chloroplastique est comparee a celle mesuree dans I'extrait total (Figure 16). Los 
valeurs d'activte serine acetyltransferase correspondent a 3 lignees pour les PBI (5 
20 plantes par lignees), 5 lignees pour la SATl' et la SAT3 representees par 5 plantes 
chacunes. Les colonnes en gris correspondent aux activites mesurees dans Pcxtrait total 
realise a panir de chacune des lignees, et les colonnes en noir representent la moyenne 
des activites mesurees dans chacune des preparations chloroplastiques . 

Ces resultats etablissent definitivement que la SAT3 est une isoforme de la 
25 serine acetyltransferase iocalisee dans le cytosol de la cellule vegetale. et que la forme 
tronquee de la SATl (absence de peptide de transit) est aussi Iocalisee dans ie 
compartiment cytosolique. En ce qui concerne la SAT3, ces resultats confirment nos 
interpretations derivees de 1 'analyse de la sequence proteique [12]. 

Une consequence directe de I'augmentation du taux de la cysteine celluiaire 
30 resulte en une synthese accrue du glutathion et de la methionine (voir Figure I). Le 
devenir de la cysteine est multiple et mis a part son incorporation au niveau des 
proteines, sa particiption a la synthese de composes multiples comme les vitamines 
(biotine, thiamine, ...et autre derives soufr^s de la cellule), la cysteine participe aussi a la 
synthese du glutathion uripepiide associe a de nombreux niecanismes de defense de la 
35 plante et considere comme reservoir de cysteine) et de la methionine. En effet, dans les 
plants transformes avec le transgene SAT le taux de glutathion est directement corrdle a 
celui de la cysteine et se traduit par une augmentation de 2 a 7 fois le taux naturel 
mesure dans les plants controls (PBI) (Figure 17 ). Le coefficient de correlation calcule 
pour la distribution des points est de 0.92. Une augmentation de 4 fois de la tencur en 
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cysteine dans les plants de tabac transgenique surexprimant la SAT resulte en une 
augmentation de 3 a 4 fois du niveau de glutathion. L'analyse a eie effectuee avec des 
feuilles pleinement developpees (environ 2 mois) de plantes homozygotes pour ie 
transgene. Les plantes controles sont des plantes transformees avec des construits vides. 

5 Ce resultat indique que la cysteine est le facteur limitant de la synthese du 

glutathion dans la cellule vegetale. Done, indirectement toute modification du taux de 
serine acetyltransferase dans la cellule aura pour consequence, via Taugmentation du 
taux de cysteine, une augmentation du contenu en glutathion intra-cellulaire. Ce resultat 
implique que les plantes transgeniques obtenues ont acquis des proprietes de resistances 

0 aux stress par rapport aux plantes controles (PBI). Cet aspect a ete observe recemmeni 
([34], Blaszczyl A. & al., 1999, The Plant Journal 20, 237-243). De plus, le contenu en 
cysteine et glutathion consid^re comme un reservoir entraine une disponibilitc accrue 
lors de la synthese de polypeptides riches en cysteines (par exemples pour la resistances 
aux attaques phytopathogenes), et riches cysteine et en methionine (pour Palimcntation 

5 animales) 

L 'augmentation de la cysteine dans la cellule vegetale entraine aussi une 
augmentation du contenu relatif en methionine (Figure 18). Par contre , a I'oppose du 
resultats observes pour le glutathion. la courbe presente un plateau qui semble indiqucr 
I'existence d'un autre site de controle qui limiterait la synthese de la methionine. De 
0 plus, I'homocysteine, issue de la voie de transsulfuration , et le precurseur soufres a la 
synthese de la cysteine ne semble pas s'accumuler . Cette observation indique done que 
le pool de folates de la cellule vegetale, indispensable pour la methylation et la 
formation de la methionine n'est pas un facteur limitant. Cette limitation se situerait 
done en aval de la cysteine et en amont de I'homocysteine. Elle concerne la synthese du 
5 precurseur carbone pour la synthese de la methionine qui derive de raspartatc {()- 
phosphohomoserine et/ou cystathionine ). Le niveau de I'aspartokinase (la premiere 
enzyme de la voie de I'aspartate pour la synthese de la Lysine, threonine el methionine) 
est controle par plusieurs effecteurs comme la threonine, et le S-adenosylmethionine 
(SAM) issue de la synthese de la methionine ([3]). La cystathionine y-synthase (voir 
3 Figure 1) est directement regul^ au niveau transcriptionnelle [3] et plus exactement la 
methionine ou I'un de ses derives controles la stabilite de son messager [4]). Le plateau 
maximale obtenu dans nos conditions exp^rimentales est de I'ordre de 39 +/- 7 nmoles 
/g matiere fraiche de methionine ce qui correspond a une multiplication du taux naturel 
moyen de i'ordre de 6 +/- 2 namole per g matiere fraiche (controle PBI). La vaieur 
) maximale obtenue pour la methionine necessite une augmentation du contenu en 
cysteine de la cellule de 4 a 5 fois son taux maximale. Le coefficient de regression est de 
0.50. 

De plus, 1 'augmentation de la methionine dans les cellules conduit a multiplier le 
taux de 5-methylmethionine (SMM) de 2 a 10 fois selon les plantes. Le SMM derive 



wo 00/36127 



28 



PCT/FR99/03179 



directement de la methylathion de la methionine en presence de 5-adenosyimethioninc. 
Ce compose est important pour la cellule et est une forme de transport des groupemenis 
methyls (de methionine) dans la plante. En effet, en presence d'une molecule d' 
homocysteine (le precurseur soufre a la synthese de la methionine et derivant de la 

5 cysteine) , le SMM permet la synthese de deux molecules de methionine ([3], [35], 
Bourgis & al., 1999,Plant Cell 1 1,1485-1497). II pourrait done avoir un role primordial 
lors de la synthese des proteines de reserves dans la graine. De plus, le SMM est le 
precurseur directe pour la synthese de compose comme le 3-dimethylsulfoniopropionate 
implique dans la resistance des plantes aux stress salins ([36], Hanson A,D. & aL, 1994, 

0 Plant Physiol. 105, 103-1 10). Une telle approche presente de multiples consequences cii 
particulier pour augmenter les poientialites des plantes sur des sols riches en sels. 

Evidence pour un role regulateur de la voie d'assimilation du sulfate in vivo. 

I, a serine acciyltransferase est considere comme un facteur limilanl pour 
5 Tassimilation du soufre et la synthese de la cysteine. Son role chez les bactcries est 
important puisque le produit de la reaction, (O-acetylserine. OAS) ou son derive (le /V- 
acetylserine) est Teffecteur qui module I'expression des genes de la sequence 
d'assimilation du soufre comme: 1. le transport du sulfate, 2, TATP sulfurylasc, 3, 
TAPS kinascet 4, la PAPS reductase ([37], Kredich N.M., 1987, in Escherichia coli and 
Salmonella Wphimuhum : cellular and molecular biology, pp. 419-428). Chez les 
plantes, un role de TOAS dans la modulation de Texpression de plusieurs genes a pu 
etre mise en evidence et concerne les transporteurs de sulfates, ([38], Smith F.W. & al. 
1997, The Plant Journal 12, 875-884; [39], Hawkesford MJ. & al. 1995, Z. 
Pfanzenemarh. Bodenk. 158, 55-57; [40], Clarkson D.T. & al. 1999, Plant Physiol. 
Biochem. 37, 283-290), TATP sulfurylase ([39-40]) ei TAPS reductase ([41], 
Neuenschvvander U. & al. 1991, Plant Physiol., 97, 253-258). Le role de factiviie serine 
acetyltransferase dans la modulation des genes a ete postule d'apres les caracteristiques 
cinetiques du complex cysteine synthase (bi-enzyme complexe compose de la serine 
acetyltransferase et de TO-acetylserine (thiol) lyase) ([41], Droux 8l al. In Sulphur and 
Nutrition in Plants, sous Presse ), et a conduit a decrire un modele pour rendre compie 
du mecanisme de regulation des genes. Le role de POAS est aussi determinant dans la 
regulation de Texpression des genes lors de la formation des graines ([42], Kim H. & 
al., 1999, Planta 209, 282-289). 

Dans les plantes transgeniques qui sur-expriment une SAT dans le cyiosol, une 
augmentation transitoire en OAS a pu etre mise en evidence (augmentation de 2 a 10 
fois son taux naturel, voir figure 15), Parallelement, dans la plupart des plantes 
transgeniques, une augmentation de Pactivite OASTL a ete mesuree (Figure 19). Ceite 
augmentation de 2 a 5 fois par rapport a I'activite mesuree dans les controles PBI, nc 
concerne que Pactivite associee au chloroplaste, De plus, dans un western Blot. Ic signal 
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observee est plus important dans la plupart des lignees transgeniques (Figure 20) 
indiquant que Taugmentation de I'activite correspond a une induction de la synthese de 
novo de TOASTL. Ce resultat original correspond a la premiere demonstration du role 
de rOAS {in planta) dans la modulation des genes de la sequence d'assimilation du 
5 sulfate, en particulier pour FOASTL chloroplastique. 

Pour la figure 20, la quantity equivalente de proteine (0.150 mg) est soumise a 
un SDS-PAGE (12%) et apres separation des proteines, celles-ci sont transferees sur une 
membrane de nitrocellulose. La presence de TOASTL est revelee par une incubation 
avec des anticorps diriges contre TOASTL chloroplastique de feuille d'epinards ([?]). 
0 La sur-expression de la SAT dans la cellule vegetale conduit done a augmenter 

la capacite a synthetiser la cysteine dans le chloroplaste. II est done permis de supposer 
que I'expression des genes codant pour les enzymes de la vole d'assimilation et de 
reduction du sulfate (transporteur de sulfate, ATP sulfurylase, APS reductase, sulfite 
reductase) est aussi modulee comme I'OASTL (et references [38-41]). 
5 L'augmentation du contenu intracellulaire en OAS (qui derive de Tactivite de la 

SAT) signale un etat de stress soufres (absence de soufre reduil suffisam) artificielle a la 
cellule (dans les plantes transformees) qui conduit a induire les enzymes de la voie 
d'assimilation du sulfate. 

Impact de Taugmentation en cysteine dans la cellule sur le contenu gtncrale 
en acides amincs.Cette augmentation en composes soufres s'accompagne d'une 
augmentation du contenu en acides amines essentiels comme la threonine, risoleucinc. 
et la lysine (leur contenu est multiplie par 2 en moyenne). Par contre le taux dc 
glutamate est divise par 2 comme celui de I'aspartate. Cette derniere observation est 
directement liee a l'augmentation du contenu en THR, LYS et ILE. Toules Ics 
augmentations en acides amines sont correlees avec une augmentation en Taciivite de la 
serine acetyltransferase (SATS, ou SATP) dans le cytosol. De plus, l'augmentation de 
ces composes soufres conduit a ameliorer le rapport nuiritionnelle N/S de la plante (sur 
la base des acides amine libres). II se traduit par une baisse de ce rapport relatif due a 
Tenrichissement en compose soufres totaux (cysteine, methionine, SMM et glutathion). 
Ce facteur est important car il conditionne le contenu des graines en polypeptides et 
conduit a un enrichissement (ou a un appauvrissement si le rapport N/S est irop eleve) 
des proteines de reserves riches en acides amine soufres au detriment des polypeptides 
pauvres en ces composes. 

Excmple 11 Analyse des plants transgeniques OTP-SAT3 (OTP-SAXr) 

L'analyse des transformants au stade TO des plantes transgeniques exprimant 
une SAT insensible a la cysteine (ici comme exemple la SAT3 ou SAT1\ forme 
tronquee de la SATl U22964), dans les feuilles ou dans les graines (sous le conlole d\in 
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promoieur graine specifique), revele une augmentation de la teneur en cysteine libre, 
mais aussi du glutathion (2.6 fois le laux naturel), et en methionine. Lcs plantes 
exprimant ces memes isoformes dans le cytosol sous le contole d'une promoteur graine 
specifique revelent un taux de compose soufres superieurs aux plantes temoins. 

Example 12 Analyse des resultats pour les plantes transgcniques SATl (CDNA 
U22964 ou SATl jw, forme avec peptide de transit) et temoins. 

LMmpact d'une expression de la serine acetyltransferase dans les mitochondries 
a ele analyse en transformant les plantes avec la construction (Figure 12) contenant la 
sequence entiere de la SATl. L'analyse des plantes au stade TO permet de mettre en 
evidence une augmentation en cysteine libre dans la cellule (Figure 21).L'analyse est 
effectuee sur les feuilles formees avant I'apparition de la hampe florale. Les quatorze 
lignees presentent une multiplication du taux de cysteine de 2 a 6 fois par comparaison 
avec le plant controle (PBO. . 

L'augmentation en cysteine s'accompagne d'un effet general sur le conienu en 
compose soufres avec une multiplication par 4 du contenu en glutathion dans la cellule 
(Figure 22). A Toppose d'une expression de la SAT dans le compartiment cytosolique, 
Pallure generale de la distribution des valeurs dans les differentes lignees presenie un 
plateau qui indiquerait une limitation dans la synthese du glutathion. Cette limitation 
peut concener le taux de glutamaie et/ou de glycine, ou un controle du glutathion sur sa 
propre synthese (retro-inhibition de Tune des enzymes participant a la synthese du 
glutathion, enzyme E6 et/ou E7 voir Figure!). 

De meme le contenu en methionine est multipliee par 2 a 3 fois par rapport au 
taux naturel mesure dans les plants controles. 
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Revendications 

1. Precede pour augmenier la production de cysteine, gluiathion, 
methionine et leurs derives soufres par les cellules vegetales et les plantes, ledit procede 

5 consistant a surexprimer une SAT dans les cellules vegetales, et les plantes conienant les 
dites cellules vegetales. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que la SAT 
surexprimee dans les cellules vegetales est une SAT sensible a la cysteine. 3. 

Procede selon la revendication 2, caracterise en ce que la SAT est une SAT de 
1 0 plante ou une SAT native d'origine bacterienne. 

4. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que la SAT 
surexprimee dans les cellules vegetales est une SAT insensible a la cysteine. 

5. Procede selon la revendication 4, caracterise en ce que la SAT est une 
SAT de plante ou une SAT d'origine bacterienne ou de plante mutee. rendue insensible 

15 a la cysteine par mutagenese. 

6. Procede selon Tune des revendications 1 a 5, caracterise en ce que la 
SAT est surexprimmee dans le cytoplasme des cellules vegetales. 

7. Procede selon la revendication 6, caracterise en ce que la SAT est une 
SAT d'origine bacterienne. 

20 8. Procede selon la revendication 6, caracterise en ce que la SAT est une 

SAT cytoplasmique de plante, en particulier d'Arahidopsis (haliana, 

9. Procede selon la revendication 8, caracterise en ce que la SAT est la SAT 
3, representee le SEQ ID NO 1 . 

1 0. Procede selon la revendication 6, caracterise en ce que la SAT est une 
25 SAT de plante non cytoplasmique amputee de son ou ses signaux d'adressage vers des 

compartimenis cellulaires differents du cytoplsame. 

.11. Procede selon la revendication 10, caracterise en ce que la SAT est la 
SAT 1 ' representee par la SEQ ID NO 2. 

12. Procede selon Tune des revendications I a 5, caracterise en ce que la 
30 SAT est surexprimee dans les mitochondries. 

13. Procede selon la revendication 12, caracterise en ce que la SAT est 
surexprimee dans le cytoplasme sous la forme d'une proteine de fusion peptide 
signal/SAT, la SAT mature fonctionnelle etant liberee a Tinterieur des mitochondries. 

14. Procede scion la revendication 13, caracterise en ce que Ic peptide signal 
35 d'adressage mitochondrial est constitue par au moins un peptide signal d'une proteine 

vegetale naturelle a localisation mitochodriale, comme par exemple le petide signal de 
la SATl represente par les acides amines 1 a 63 sur la SEQ ID NO 3.. 

15. Procede selon la revendication 13, caracterise en ce que la SAT est une 
SAT mitochondriale d'origine vegetale, en particulier d'Arabiciopsis (haliana. 
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16. Precede selon la revendicalion 15, caracterise en ce que la SAT est la 
SATl representee par la SEQ ID NO 3. 

17. Precede selon la revendication 6, caracterise en ce que la SAT est 
surexprimee dans les chloroplastes des cellules vegetales. 

5 18. Precede selon la revendication 17, caracterise en ce que la SAT est 

surexprimee dans les chloroplastes par integration dans TADN chloroplastiquc des 
cellules vegetales d'un gene chimere comprenant une sequence d'ADN codant pour 
ladite SAT, sous le controle d'elements de regulations en 5' et 3' fonctionnels dans les 
chloroplastes. 

•0 19. Precede selon la revendication 17, caracterise en ce que la SAT est 

surexprimee dans le cyteplasme sous la fonme d'une preteine de fusion peptide de 
transit/SAT, la SAT mature fonctiennelle etant liberee a Tinterieur des chloroplastes. 

20. Precede selon la revendication 19, caracterise en ce que la SAT est 
hemologue du peptide de transit. 

•5 21. Precede selon la revendication 20, caracterise en ce que la SAT est une 

SAT chloroplastiquc d'erigine vegetale, en particulier d' Arahidopsis ihaliarta, 

22. Procede selon la revendication 21, caracterise en ce que la SAT est la 
SAT2 eu la SAT4 representee par la SEQ ID NO 5 ou 6 respectivemenl. 

23. Procede selon la revendication 19, caracterise en ce que la SAT est 
20 heterologue du peptide de transit. 

24. Procede selon la revendication 13, caracterise en ce que la SAT est une 
SAT cytoplasmique d'origine vegetale ou une SAT d'erigine bacterienne, telle que 
definie dans Tune des revendications 3 a 5 ou 9 a 1 1 . 

25. Procede selon Tune des revendications 23 ou 24, caracterise en ce que le 
25 peptide de transit est un peptide de transit d^une autre proteine a localisation plastidialc. 

26. Procede selon la revendication 25. caracterise en ce que le peptide de 
transit est constitue par le peptide de transit d^une EPSPS de plante ou le peptide de 
transit d'une ssu RuBisCO de plante . 

27. Precede selon Tune des revendications 25 eu 26, caracterise en ce que le 
30 peptide de transit comprend un peptide de transit d'une proteine vegetale a localisation 

plastidiale et une partie de sequence de la partie mature N-terminale d^une proteine a 
localisation plastidiale entre la partie C-terminale du peptide de transit et la partie N- 
terminale de la SAT. 

28. Precede scion la revendication 27, caracterise en ce que la panic dc 
35 sequence comprend generalement moins de 40 acides amines de la partie N-terminale de 

la proteine mature, de preference moins de 30 acides amines, plus preferentiellement 
entre 1 5 et 25 acides amines. 

29. Procede selon Tune des revendications 27 ou 28, caracterise en ce que le 
peptide de transit comprend entre la partie C-terminale de la partie N-ierminale de la 
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proteine mature et la parlie N-terminale de la SAT un deuxieme peptide de transit d'une 
proieine vegetale a localisation plastidiale. 

30. Procede selon la revendication 29, caracterise en ce que le peptide de 
transit est un peptide de transit optimise (OTP) constitue par la fusion d'un premier 

5 peptide de transit, avec une partie de sequence de la partie mature N-terminale d'une 
proteine a localisation plastidiale, laquelle est fusionnee avec un deuxieme peptide de 
transit. 

31. Proteine de fusion peptide de transit/SAT, caracterise en ce que la SAT 
est heterologue du peptide de transit. 

0 32. Proteine de fusion selon la revendication 31, telle que defmie dans les 

revendications 24 a 30. 

33. Sequence d'acide nucleique codant pour une proteine de fusion peptide 
de transit/SAT selon Tune des revendications 3 1 ou 32. 

34. Gene chimere comprenant une sequence codante ainsi que dcs elements 
5 de regulation en position 5' et 3' heterologues pouvant fonctionner dans un organisme 

hote, caracterise en ce que la sequence codante comprend au moins une sequence 
d'acide nucleique codant pour une SAT. 

35. Gene chimere selon la revendication 34, caracterise en ce que 
I'organisme hote est choisi panmi les bacteries, par exemple E. coli, les levures, en 
particulier des genres Saccharomyces ou Kluyveromyces, Pichia, les champignons, en 
particulier Aspergillus, les baculovirus, ou les cellules vegetales el les plantes. 

36. Gene chimere selon la revendication 35, caracterise en ce que 
I'organisme hote est une cellule vegetale ou une plante la contenant. 

37. Gene chimere selon la revendication 36, caracterise en ce que relemenl 
de regulation en 5' comprend les sequences de regulation promotrice dans cellules 
vegetales et les plantes, choisi parmi les promoleur s'exprimant dans les feuilles des 
plantes, les promoteurs constitutifs, ou les promoteurs lumiere dependants d'origine 
bacterienne, virale ou vegetale 

38. Gene chimere selon la revendication 36, caracterise en ce que Pelement 
de regulation en 5' comprend les sequences de regulation promotrice dans les cellules 
vegetales et les plantes, choisi parmi les promoteurs specifiques des graines. 

39. Gene chimere selon la revendication 38, caracterise en ce que le 
promoteur est choisi parmi les promoteurs de la napine, de la phaseoiine, de la 
glutenine, de la zcine, de riieliantinine, de Talbumine ou de I'oleosine. 

40. Gene chimere selon Tune des revendications 34 a 39, caracterise en ce 
que la sequence d'acide nucleique codant pour une SAT code pour une SAT telle que 
defmie dans les revendications 2 a 30. 

41. Gene chimere selon Tune des revendications 34 a 39, caracterise en ce 
que la sequence d'acide nucleique codant pour une SAT est la sequence d'acide 



wo 00/36127 



34 



PCT/FR99/03179 



nucleique selon la revendicalion 33. 

42. Vecteur de clonage et/ou d'expression pour la transformation d'un 
organisme hote caracterise en ce quMl contient au moins un gene chimere tel que defini 
selon Tune des revendications 34 a 41 . 
5 43. Precede de transformation des organismes holes caracterise en ce que 

Ton inlegre dans le genome dudit organisme hote au moins une sequence d'acide 
nucleique selon la revendication 33 ou un gene chimere selon Tune des revendications 
34a41. 

44. Precede selon la revendication 43, au moyen du vecteur selon la 
0 revendication 42. 

45. Procede selon Tune des revendications 43 ou 44, caracterise en ce que 
Torganisme hote est choisi parmi les bacteries, par exemple E. coli, les levures, en 
particulier des genres Saccharomyces ou Khy^eromyces, Pichia, les champignons, en 
\)m\cu\\^r Aspergillus, les baculovirus. ou les cellules vegetales et les plantes. 

5 46. Procede selon la revendication 45, caracterise en ce que Torganisme hote 

est une cellule vegetale ou une plante la contenani. 

47. Procede selon la revendication 46, caracterise en ce que la plante est 
regeneree a partir d'une cellule vegetale transformee. 

48. Procede selon la revendication 47, caracterise en ce que Torganisme hole 
0 est une plante monocotyledone, en particulier choisie parmi les cereales, la canne a 

Sucre, le riz et le mais, ou une plante dicotyledone, en particulier choisie parmi le tabac, 
la soja, le colza, le coton, la betterave et le trefle, 

49. Organisme hote transforme, caracterise en ce qu'il comprend au moins 
une sequence d'acide nucleique selon la revendication 33 ou un gene chimere selon 

^ Tune des revendications 34 a 41 . 

50. Organisme hote selon la revendication 49, caracterise en ce qu'il est 
obtenu par le procede selon Tune des revendications 43 a 48. 

51. Cellule vegetale, caracterisee en ce qu'elle comprend au moins une 
sequence d'acide nucleique selon la revendication 33 ou un gene chimere selon Tune 
des revendications 34 a 41 . 

52. Plante genetiquement modifiee, caracterisee en ce qu'elle comprend au 
moins une cellule vegetale selon la revendication 5 1 . 

53. Plante selon la revendication 52, caracterise en ce que la plante est 
regeneree a partir d'une cellule vegetale selon la revendication 5 1 . 

54. Plante genetiquement modifiee, caracterisee en ce qu'elle est issue de la 
culture et/ou du croisement des plantes regenerees selon la revendication 53. 

55. Plante genetiquement modifiee selon Tune des revendications 52 a 54, 
caracterisee en ce qu'elle est une plante monocotyledone, en particulier choisie parmi 
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les cereales, la canne a sucre, le riz et le mais, ou une plante dicotyledone, en pariiculier 
choisie parmi le tabac, la soja, le colza, le coton, la betterave et le irefle. 

56. Plante genetiquemenl modifiee selon Tune des revendicaiipns 52 a 55, 
caracterisee en ce qu'elle comprend d'autres genes d'interet. 

57. Plante genetiquement modifiee selon la revendication 56, caracterisee en 
ce qu'elle comprend au moins un autre gene modifiant la teneur et la qualite des 
proteines de ladite plante, en particuliers dans les feuilles et/ou les graines. 

58. Plante genetiquement modifiee selon Tune des revendications 56 ou 57, 
caracterisee en ce que le gene code pour une proteine enrichie en acides amines soufres. 

59. Graines des plantes genetiquement modifiees selon Tune des 
revendications 52 a 58. 
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Figure 1 : Sequence illustrant la voie de synthese de la cysteine et des derives soufres 

(glutathion et methionine). 
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Figure 2 : Effet de la cysteine sur les activites serine acetyltransferase de pois {Pisum 

sativum). 
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Figure 3 : Modele de I'inhibition de la serine acetyltransferase chloroplastique. 
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Figure 4: Sequence nuclcotidique et peptidique du gene de risoforme SAT 3 (L34076) 

d^A. thaliana 
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Figure 5: Sequence nucleotidique ct peptidique du gene de I'isoforme SAT3' (U30298) 

d'A thaliana 
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Figure 6: Sequence nucldotidique et peptidique d'un gene de I'isoforme SAT 1' (L78443) 

d'/4. thaliana. 
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Figure 7 : Sequence nucleotidique et peptidique d'un gene de I'isoforme SAT 1 (U 

22964) d*^. thaliana. 
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Figure 8: Sequence nuclcotidique et peptidique du m RNA de la serine acetyltransferase 
SAT 2 putative chloroplastique A'Arabidopsis thaliana (L78444) 
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MACINGENRDFSSSS 15 

ATG GCT TGT ATA AAC GGC GAG AAT CGT GAT TTT TCT TCC TCG TCA 4 5 

SLSSLPMIVSRNFS A 30 

TCT TTG TCT TCT CTT CCA ATG ATT GTC TCC CGG AAC TTT TCT GCC 90 

RDDGETGDEFPFERI 45 

AGA GAC GAT GGA GAG ACC GGT GAC GAG TTT CCT TTC GAG AGG ATT 135 

FPVYARGTLNPVADP 60 

TTC CCG GTT TAG GCT AGA GGA ACC CTT AAT CCC GTG GCC GAC CCG 180 

VLLDFTNSSYDPIWD 75 

GTT TTG CTG GAT TTT ACC AAT TCT AGT TAT GAC CCA ATT TGG GAT 225 

SIREEAKLEAEEEPV 90 

TCT ATA AGA GAA GAA GCT AAG CTT GAG GCA GAA GAG GAG CCG GTT 27 0 

LSSFLYASILSHDCL 105 

TTG AGT AGC TTC TTG TAT GCT AGT ATC TTG TCG CAT GAC TGT TTA 315 
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GCA TTC AAA GAC AGA GAT CCT GCT TGT CTA TCG TAT AGT TCG GCT 4 95 

ILHLKGYLALQAYRV 180 

ATT TTA CAT CTG AAG GGC TAT CTT GCA CTG CAG GCG TAT AGA GTA 54 0 

AHKLWKQGRKLLALA 195 

GCA CAT AAG TTG TGG AAG CAA GGA AGA AAA CTA TTA GCA TTG GCA 585 

LQSRVSEVRTAVIGD 210 

CTG CAA AGC CGA GTA AGC GAG GTA AGA ACT GCT GTG ATA GGC GAC 630 

RVSILHGVTLGGTGK 225 

CGT GTC TCA ATT TTG CAT GGT GTG ACA TTA GGA GGA ACT GGG AAA 675 

ETGDRHPNIGDGALL 240 

GAA ACC GGT GAC CGC CAT CCA AAT ATA GGC GAC GGT GCT CTT CTT 720 
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GGA GCA TGT GTG ACT ATA CTT GGT AAC ATT AAG ATA GGC GCT GGA 7 65 
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CAT AGC ATG GTG GCT GGA AAT CCA GCA AAA CTC ATC GGG TTT GTT 855 

DEQDPSMTMEHGES 299 

GAT GAG CAA GAT CCA TCT ATG ACA ATG GAG CAT GGT GAG TCT TGA 900 



Figure 9: Sequence nucleotidique et en acides amines du mRNA dc la SAT4 putative 

chloroplastique d^Arabidopsis thallana. 
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j-M 15745 Eorf/ 
"La00198 S typhimurium 

M 90644 Buchnera sphidioda 

AB00848 Cyanidioschyzon merda 

B53402 Badll us subtil us 

' D 13777 Synochocystissp. ' 



-L41665 Synechoooooussp. 



I 



-L 34076 SAJZ A. thdiana 
-U22964 SAJ^ A. thsii ana 
• U30298 SAT52 yA. theiiana 
• D88529 Spinaoea deraoea 
D49535 atrullusvulgaris 



Figure 10 Dendogranime des serine acctyhranferase issues de plusieurs organismes. 




Figure 11: Procedure de clonage de I'OTP/Serine acetyltransferase SAT3 ou SAT 
(insensible a la cysteine, par exemple SATl tronque) dans le vecteur pBI121. 




Figure 12: Procedure de clonage de la Serine acetyltransferase SATl''; SATl ; SAT2 ; 
SAT3, SATS' ; SAT4, ou toutes SATs dans le vecteur pBI12L 
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1 



PCT/FR99/03179 



<110> RHONE- POULENC AGRO 



<120> precede pour augmenter la teneur en cysteine, 

methionine et glutathion chez les plantes et plantes 
obtenues 



<130> 



<140> 
<141> 



<150> rR9816163 
<151> 1998-12-17 



<160> 17 



<170> Patentin Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 984 
<212> ADN 

<213> Arabidopsis thaliana 

<220> 

<221> CDS 

<222> (31) . . (972) 



<400> 1 

gagagaggat cctctttcca atcataaacc atg gca aca tgc ata gac aca tgc 54 

Met Ala Thr Cys He Asp Thr Cys 
1 5 

cga acc ggt aat acc caa gac gat gat tec egg ttc tgt tgc ate aag 102 
Arg Thr Gly Asn Thr Gin Asp Asp Asp Ser Arg Phe Cys Cys He Lvs 
10 15 20 

aat tte ttt cga cec ggt ttc tet gta aac egg aag att cac cac acc 150 
Asn Phe Phe Arg Pro Gly Phe Ser Val Asn Arg Lys He His His Thr 
25 30 35 40 

caa ate gaa gat gac gat gat gte tgg ate aag atg ctt gaa gaa gee 198 
Gin He Glu Asp Asp Asp Asp Val Trp He Lys Met Leu Glu Glu Ala 
45 50 55 

aaa tec gat gtt aaa caa gaa cec att tta tea aac tac tac tac get 246 
Lys Ser Asp Val Lys Gin Glu Pro He Leu Ser Asn Tyr Tvr Tvr Ala 
60 65 70 

teg ate aca tct cat cga tct tta gag tet get tta get cac ate cte 294 
Ser He Thr Ser His Arg Ser Leu Glu Ser Ala Leu Ala His He Leu 
75 80 95 



tec gta aag etc age aat tta aac eta eca age aac aca etc ttc gaa 
Ser Val Lys Leu Ser Asn Leu Asn Leu Pro Ser Asn Thr Leu Phe Glu 
90 95 



100 



11"" t^^ ate ate gaa tee acg 

Leu Phe He Ser Val Leu Glu Glu Ser Pro Glu He He Glu Ser Thr 



342 



390 



105 110 



115 120 



438 



wo 00/36127 PCT/FR99/03179 
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tac gtt cat tgc ttc ttg ggc ttc aaa ggc ttc etc get tgt caa get 486 
Tyr Val His Cys Phe Leu Gly Phe Lys Gly Phe Leu Ala Cys Gin Ala 
140 145 150 

cat cga ata get cat ace etc tgg aaa eag aac aga aaa ate gta get 534 
His Arg He. Ala His Thr Leu Trp Lys Gin Asn Arg Lys He Val Ala • 
155 160 165 

tta ttg ate caa aac aga gta tea gaa tct ttc gcc gtc gat att cat 582 
Leu Leu He Gin Asn Arg Val Ser Glu Ser Phe Ala Val Asp He His 
170 175 180 

ccc gga gcg aag ate gga aaa ggg att ctt tta gac cat gcg acg ggc 630 
Pro Gly Ala Lys He Gly Lys Gly He Leu Leu Asp His Ala Thr Gly 
185 190 195 200 

gtg gtg ate gga gag acg gcg gtg gtt gga gac aat gtt teg att eta 678 
Val Val He Gly Glu Thr Ala Val Val Gly Asp Asn Val Ser He Leu 
205 210 215 

cac gga gtg ace ttg gga gga aca ggg aaa cag agt ggt gat egg cat 726 
His Gly Val Thr Leu Gly Gly Thr Gly Lys Gin Ser Gly Asp Arg His - 

220 225 230 

ceg aag att ggt gat ggt gtg ttg att gga get ggg agt tgt ata ttg 774 
Pro Lys He Gly Asp Gly Val Leu He Gly Ala Gly Ser Cys He Leu 
235 240 245 

ggg aat ata aca ate ggt gag gga get aag att gga tea ggg teg gtg 822 
Gly Asn He Thr He Gly Glu Gly Ala Lys He Gly Ser Gly Ser Val 
250 255 260 

gtg gtt aag gat gtg ceg gcg cgt acg acg gcg gtt gga aat ceg gcg 870 
Val Val Lys Asp Val Pro Ala Arg Thr Thr Ala Val Gly Asn Pro Ala 
265 270 275 280 

agg ttg att ggt ggg aaa gag aat ceg aga aaa cat gat aag att ect 918 
Arg Leu He Gly Gly Lys Glu Asn Pro Arg Lys His Asp Lys He Pro 
285 290 295 

tgt etg act atg gae eag aca teg tat tta ace gag tgg tet gat tat 966 
Cys Leu Thr Met Asp Gin Thr Ser Tyr Leu Thr Glu Trp Ser Asp Tyr 
300 305 310 

gtg att taaeacaaat gt 984 
Val He 

<210> 2 
<211> 974 
<212> ADN 

<213> Arabidopsis thaliana 

<220> 

<221> CDS 

<222> (31) . . (966) 

<400> 2 

gagagaggat cetettateg ccgcgttaat atg cca ceg gcc gga gaa etc cga 54 

Met Pro Pro Ala Gly Glu Leu Arg 
1 5 



cat caa tct cca tea aag gag aaa eta tct tec gtt ace caa tec gat 
His Gin Ser Pro Ser Lys Glu Lys Leu Ser Ser Val Thr Gin Ser Asp 
10 15 20 



102 
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gaa gca gaa gca gcg tea gca gcg ata tct gcg gca get gca gat gcg 150 

Glu Ala Glu Ala Ala Ser Ala Ala He Ser Ala Ala Ala Ala Asp Ala 
25 30 35 40 

gaa get gcc gga tta tgg aca cag ate aag geg gaa get cgc cgt gat 198 
Glu Ala Ala Gly Leu Trp Thr Gin He Lys Ala Glu Ala Arg Arg Asp 
45 50 55 

get gag gcg gag cca get tta get age tat eta tat teg aeg att ett 246 
Ala Glu Ala Glu Pro Ala Leu Ala Ser Tyr Leu Tyr Ser Thr He Leu 
60 65 70 

tct cat teg tct ett gaa cga tct ate teg ttt cat eta gga aac aag 294 
Ser His Ser Ser Leu Glu Arg Ser He Ser Phe His Leu Gly Asn Lys 
75 80 85 

ett tgt tec tea aeg ett tta tec aca ett tta tae gat ctg ttc tta 342 
Leu Cys Ser Ser Thr Leu Leu Ser Thr Leu Leu Tyr Asp Leu Phe Leu 
90 95 100 

aac act ttt tec tec gat cct tct ett cgt aac gee ace gtc gca gat 390 
Asn Thr Phe Ser Ser Asp Pro Ser Leu Arg Asn Ala Thr Val Ala Asp 

105 110 115 120 

eta cgc get get cgt gtt cgt gat cct get tgt ate teg ttc tct cat 438 
Leu Arg Ala Ala Arg Val Arg Asp Pro Ala Cys He Ser Phe Ser His 
125 130 135 

tgt etc etc aat tae aaa ggc ttc tta get att cag gcg eat cgt gta 486 
Cys Leu Leu Asn Tyr Lys Gly Phe Leu Ala He Gin Ala His Arg Val 
140 145 150 

tea cae aag eta tgg aca caa tea egg aag cca tta gca tta get eta 534 
Ser His Lys Leu Trp Thr Gin Ser Arg Lys Pro Leu Ala Leu Ala Leu 
155 160 165 

cac tea aga ate tec gat gta ttc get gtt gat ate cat cca gca gcg 582 
His Ser Arg He Ser Asp Val Phe Ala Val Asp He His Pro Ala Ala 
170 175 180 

aag ate gga aaa ggg ata ett eta gae cac gca acc gga gtt gta gtc 630 
Lys He Gly Lys Gly He Leu Leu Asp His Ala Thr Gly Val Val Val 
185 190 195 200 

gga gaa aca gcg gtg att ggg aac aat gtt tea ate ett cac cat gtg 678 
Gly Glu Thr Ala Val He Gly Asn Asn Val Ser He Leu His His Val 
205 210 215 

aca eta ggt gga aca ggt aaa get tgt gga gat aga cat ccg aag ate 726 
Thr Leu Gly Gly Thr Gly Lys Ala Cys Gly Asp Arg His Pro Lys He 
220 225 230 

ggt gae ggt tgt ttg att gga get gga gcg act att ett gga aat gtg 774 
Gly Asp Gly Cys Leu He Gly Ala Gly Ala Thr He Leu Gly Asn Val 
235 240 245 

aag att ggt gca ggt get aaa gta gga get ggt tct gtt gtg ctg att 822 
Lys He Gly Ala Gly Ala Lys Val Gly Ala Gly Ser Val Val Leu He 
250 255 260 

gae gtg cct tgt cga ggt act geg gtt ggg aat ccg gcg aga ett gtc 870 
Asp Val Pro Cys Arg Gly Thr Ala Val Gly Asn Pro Ala Arq Leu Val 
265 270 275 280 
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gga ggg aaa gag aag cca acg att cat gat gag gaa tgt cct gga gaa 918 

Gly Gly Lys Glu Lys Pro Thr lie His Asp Glu Glu Cys Pro Gly Glu 
285 290 295 

teg atg gat cat act tea ttc ate teg gaa tgg tea gat tae ate ata 966 

Ser Met Asp. His Thr Ser Phe lie Ser Glu trp Ser Asp Tyr lie lie 
300 305 310 

taaagttg 974 



<210> 3 

<211> 1048 

<212> ADN 

<213> Arabidopsis thaliana 

<220> 

<221> CDS 

<222> (31) . . (1038) 

<400> 3 

gagagaggat cccetcetce tcctcctcct atg get gcg tgc ate gac acc tge. 54 

Met Ala Ala Cys lie Asd Thr Cys 
1 5 

ege act ggt aaa ccc cag att tot cct cgc gat tet tet aaa eae cae 102 
Arg Thr Gly Lys Pro Gin lie Ser Pro Arg Asp Ser Ser Lys His His 
10 15 20 

gae gat gaa tet ggc ttt cgt tae atg aac tac tte egt tat cct gat 150 
Asp Asp Glu Ser Gly Phe Arg Tyr Met Asn Tyr Phe Arg Tyr Pro Asp 
25 30 35 40 

ega tet tee tte aat gga ace cag ace aaa ace etc cat act egt cct 198 
Arg Ser Ser Phe Asn Gly Thr Gin Thr Lys Thr Leu His Thr Arg Pro 
45 50 55 

ttg ctt gaa gat etc gat cgc gac get gaa gtc gat gat gtt tgg gee 246 
Leu Leu Glu Asp Leu Asp Arg Asp Ala Glu Val Asp Asp Val Trp Ala 
60 65 70 

aaa ate cga gaa gag get aaa tet gat ate gee aaa gaa cct att gtt 294 
Lys He Arg Glu Glu Ala Lys Ser Asp He Ala Lys Glu Pro He Val 
75 80 85 

tee get tat tat eae get teg att gtt tet cag cgt teg ttg gaa get 342 
Ser Ala Tyr Tyr His Ala Ser He Val Ser Gin Arg Ser Leu Glu Ala 
90 . 95 100 

gcg ttg gcg aat act tta tet gtt aaa etc age aat ttg aat ett cca 390 
Ala Leu Ala Asn Thr Leu Ser Val Lys Leu Ser Asn Leu Asn Leu Pro 
105 110 115 120 

age aac acg ctt ttc gat ttg ttc tet ggt gtt ctt caa gga aac cca 438 
Ser Asn Thr Leu Phe Asp Leu Phe Ser Gly Val Leu Gin Gly Asn Pro 
125 130 135 

gat att gtt gaa tet gtc aag eta gat ett tta get gtt aag gag aga 486 
Asp He Val Glu Ser Val Lys Leu Asp Leu Leu Ala Val Lys Glu Arg 
140 145 150 

gat cct get tgt ata age tae gtt cat tgt tte ett eae ttt aaa ggc 534 
Asp Pro Ala Cys He Ser Tyr Val His Cys Phe Leu His Phe Lys Gly 
155 160 165 
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ttc etc get tgt eaa geg cat egt att get cat gag ctt tgg act cag 582 
Phe Leu Ala Cys Gin Ala His Arg He Ala His Glu Leu Trp Thr Gin 
170 175 180 

gac aga aaa ate eta get ttg ttg ate cag aac aga gte tct gaa gee 630 
Asp Arg Lys He Leu Ala Leu Leu He Gin Asn Arg Val Ser Glu Ala 
185 190 195 200 

ttc get gtt gat ttc cae cet gga get aaa ate ggt ace ggg att ttg 678 
Phe Ala Val Asp Phe His Pro Gly Ala Lys He Gly Thr Gly He Leu 
205 210 215 

eta gac cat get acg get att gtg ate ggt gag aeg geg gtt gtg ggg 726 
Leu Asp His Ala Thr Ala He Val He Gly Glu Thr Ala Val Val Gly 
220 225 230 

aac aat gtt teg att etc eat aac gtt acg ctt gga gga acg ggg aaa 774 
Asn Asn Val Ser He Leu His Asn Val Thr Leu Gly Gly Thr Gly Lys 
235 240 245 

cag tgt gga gat agg cae ecg aag att gge gat ggg gtt ttg att gga 822 
Gin Cys Gly Asp Arg His Pro Lys He Gly Asp Gly Val Leu He Gly 
250 255 260 

get ggg act tgt att ttg ggg aat ate acg att ggt gaa gga get aag 870 
Ala Gly Thr Cys He Leu Gly Asn He Thr He Gly Glu Gly Ala Lvs 
265 270 275 280 

att ggt geg ggg teg gtg gtg ttg aaa gae gtg ecg ecg egt acg aeg 918 
He Gly Ala Gly Ser Val Val Leu Lys Asp Val Pro Pro Arg Thr Thr 
285 290 295 

get gtt gga aat ecg geg agg ttg ctt ggt ggt aaa gat aat ecg aaa 966 
Ala Val Gly Asn Pro Ala Arg Leu Leu Gly Gly Lys Asp Asn Pro Lys 
300 305 310 

aeg eat gac aag att cet ggt ttg act atg gac cag acg teg eat ata 1014 
Thr His Asp Lys He Pro Gly Leu Thr Met Asp Gin Thr Ser His He 
315 320 325 

tec gag tgg teg gat tat gta att tgaaaaagtc 1048 
Ser Glu Trp Ser Asp Tyr Val He 
330 335 



<210> 4 
<211> 1213 
<212> ADN 

<213> Arabidopsis thaliana 

<220> 

<221> CDS 

<222> (31) . . (1203) 

<220> 

<221> sig_peptide 
<222> (31) . . (219) 

<400> 4 

gagagaggat ccggecgaga aaaaaaaaaa 



cae ttc aca atg tee eta tat atg 
His Phe Thr Met Ser Leu Tyr Met 
10 15 



atg ttg ecg gte aca agt cgc cgc 54 
Met Leu Pro Val Thr Ser Arg Arg 
1 5 

etc egt tea tct tct cea cac ate 102 
Leu Arg Ser Ser Ser Pro His He 
20 
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aat cat cac tct ttc ctt ctt cct tct ttt gtt tec tec aaa ttc aaa 150 
Asn His His Ser Phe Leu Leu Pro Ser Phe Val Ser Ser Lys Phe Lys 
25 30 35 40 

cac cat act tta tct cct cct cct tct cct cct cct cct cct cct atg 198 
His His Thr Leu Ser Pro Pro Pro Ser Pro Pro Pro Pro Pro Pro Met 
45 50 55 

get gcg tgc ate gae acc tge cgc act ggt aaa ccc cag att tct cct 246 
Ala Ala Cys He Asp Thr Cys Arg Thr Gly Lys Pro Gin He Ser Pro 
60 65 30 

cgc gat tct tct aaa cac cac gac gat gaa tct ggc ttt cgt tac atg 294 
Arg Asp Ser Ser Lys His His Asp Asp Glu Ser Gly Phe Arg Tyr Met 
75 80 85 

aac tac ttc cgt tat cct gat cga tct tec ttc aat gga acc cag acc 342 
Asn Tyr Phe Arg Tyr Pro Asp Arg Ser Ser Phe Asn Gly Thr Gin Thr 
90 95 100 

aaa acc etc cat act cgt cct ttg ctt gaa gat etc gat cgc gac get 390 
Lys Thr Leu His Thr Arg Pro Leu Leu Glu Asp Leu Asp Arg Asp Ala 
105 110 115 120 

gaa gtc gat gat gtt tgg gcc aaa ate cga gaa gag get aaa tct gat 438 
Glu Val Asp Asp Val Trp Ala Lys He Arg Glu Glu Ala Lys Ser Asp 
125 130 135 

ate gcc aaa gaa cct att gtt tec get tat tat cac get teg att gtt 486 
He Ala Lys Glu Pro He Val Ser Ala Tyr Tyr His Ala Ser He Val 
140 145 150 

tct cag cgt teg ttg gaa get gcg ttg gcg aat act tta tct gtt aaa 534 
Ser Gin Arg Ser Leu Glu Ala Ala Leu Ala Asn Thr Leu Ser Val Lys 
155 160 165 

etc age aat ttg aat ctt cea age aac acg ctt ttc gat ttg ttc tct 582 
Leu Ser Asn Leu Asn Leu Pro Ser Asn Thr Leu Phe Asp Leu Phe Ser 
170 175 180 

ggt gtt ctt caa gga aac cea gat att gtt gaa tct gtc aag eta gat 630 
Gly Val Leu Gin Gly Asn Pro Asp He Val Glu Ser Val Lys Leu Asp 
185 190 195 200 

ctt tta get gtt aag gag aga gat cct get tgt ata age tac gtt cat 678 
Leu Leu Ala Val Lys Glu Arg Asp Pro Ala Cys He Ser Tyr Val His 
205 210 215 

tgt ttc ctt cac ttt aaa ggc ttc etc get tgt caa gcg eat cgt att 726 
Cys Phe Leu His Phe Lys Gly Phe Leu Ala Cys Gin Ala His Arg He 
220 225 230 

get eat gag ctt tgg act cag gac aga aaa ate eta get ttg ttg ate 774 
Ala His Glu Leu Trp Thr Gin Asp Arg Lys He Leu Ala Leu Leu He 
235 240 245 

cag aac aga gtc tct gaa gcc ttc get gtt gat ttc cac cct gga get 822 
Gin Asn Arg Val Ser Glu Ala Phe Ala Val Asp Phe His Pro Gly Ala 
250 255 260 

aaa ate ggt acc ggg att ttg eta gac eat get acg get att gtg ate 870 
Lys He Gly Thr Gly He Leu Leu Asp His Ala Thr Ala He Val He 
265 270 275 280 
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gqt gag acg gcg gtt gtg ggg aac aat gtt teg att ete eat aae gtt 
Gly Glu Thr Ala Val Val Gly Asn Asn Val Ser He Leu His Asn Val 
285 290 295 



ggc gat ggg gtt ttg att gga get ggg aet tgt att ttg ggg aat ate 
Gly Asp Gly Val Leu He Gly Ala Gly Thr Cys He Leu Gly Asn He 
315 320 325 



918 



acg ett gga gga acg ggg aaa eag tgt gga gat agg cae eeg aag att 966 
Thr Leu Gly Gly Thr Gly Lys Gin Cys Gly Asp Arg His Pro Lys He 
300 305 310 



1014 



acg att ggt gaa gga get aag att ggt gcg ggg teg gtg gtg ttg aaa 1062 
Thr He Gly Glu Gly Ala Lys He Gly Ala Gly Ser Val Val Leu Lvs 
330 335 340 



gac gtg eeg eeg egt acg acg get gtt gga aat eeg gcg agg ttg ett 1110 
Asp Val Pro Pro Arg Thr Thr Ala Val Gly Asn Pro Ala Arg Leu Leu 
345 350 355 360 

ggt ggt aaa gat aat eeg aaa acg eat gae aag att cct ggt ttg aet 1158 
Gly Gly Lys Asp Asn Pro Lys Thr His Asp Lys He Pro Gly Leu Thr 
365 370 375 

atg gae eag aeg teg eat ata tee gag tgg teg gat tat gta att 1203 
Met Asp Gin Thr Ser His He Ser Glu Trp Ser Asp Tyr Val He 
380 385 390 



tgaaaaagtc 



1213 



<210> 5 
<211> 1080 
<212> ADN 

<213> Arabidopsis thaliana 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (1080) 

<220> 

<221> transit_peptide 
<222> (1) , . (96) 

<400> 5 

atg gtg gat eta tet tee ttt age ete ett ttt get ttc tec gte tet 48 

Met Val Asp Leu Ser Ser Phe Ser Leu Leu Phe Ala Phe Ser Val Ser 

15 10 15 

etc tet ttt gtc caa tea aaa aga gtt tgt gat tet tet tta teq tet 96 
Leu Ser Phe Val Gin Ser Lys Arg Val Cys Asp Ser Ser Leu Ser Ser 
20 25 



30 



cct tgg aga gat atg aat ggc gat gag ett cct ttc gag aqt qqt ttc 

Pro Trp Arg Asp Met Asn Gly Asp Glu Leu Pro Phe Glu Ser Glv Phe 

35 40 45 

?r^^. ^""^ tea gag ttt gae teg aat ttg 

Glu Val Tyr Ala Lys Gly Thr His Lys Ser Glu Phe Asp Ser Asn Leu 

50 55 



144 



192 



ett gat cct egt tet gat cct att tgg gat get ata aga gaa gaa get 240 
Leu Asp Pro Arg Ser Asp Pro He Trp Asp Ala He Arg Glu Glu Ala 

70 75 80 
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&aa ctt gag gca gag aaa gag cct att ttg. agt age ttc ttg tat get 288 
Lys Leu Glu Ala Glu Lys Glu Pro He Leu Ser Ser Phe Leu Tyr Ala 
85 90 95 

ggt ate tta gea cat gat tgt tta gag caa get tta ggg ttt gtt eta 336 
Gly He Leu Ala His Asp Cys Leu Glu Gin Ala Leu Gly Phe Val Leu 
100 105 110 

gee aac cgt etc caa aac cca acc ttg ttg gca aca caa etc ttg gat 384 
Ala Asn Arg Leu Gin Asn Pro Thr Leu Leu Ala Thr Gin Leu Leu Asp 
115 120 125 

ata ttt tat ggt gtt atg atg cat gae aaa ggt att eag agt teg att 432 
lie Phe Tyr Gly Val Met Met His Asp Lys Gly He Gin Ser Ser He 
130 135 140 

cgc cat gat etc cag gca ttt aaa gat cgt gat cct get tgt ctg teg 480 
Arg His Asp Leu Gin Ala Phe Lys Asp Arg Asp Pro Ala Cys Leu Ser 
145 150 155 160 

tat agt tet get att tta eat ctg aag ggt tat cat geg tta caa gca 528 
Tyr Ser Ser Ala He Leu His Leu Lys Gly Tyr His Ala Leu Gin Ala 
165 170 175 

tat agg gtt geg cat aaa ctg tgg aat gaa ggg agg aaa eta tta get 576 
Tyr Arg Val Ala His Lys Leu Trp Asn Glu Gly Arg Lys Leu Leu Ala 
180 185 190 

ctt gca ttg caa age ega ata age gag gtt ttt ggc att gae ata cat 624 
Leu Ala Leu Gin Ser Arg He Ser Glu Val Phe Gly He Asp He His 
195 200 205 

cca geg gca aga att ggg gag gga ata ttg ttg gat cat gga act gga 672 
Pro Ala Ala Arg He Gly Glu Gly He Leu Leu Asp His Gly Thr Gly 
210 215 220 

gtg gte att ggt gag acc get gtg ata ggc aac ggt gte teg ate tta 720 
Val Val He Gly Glu Thr Ala Val He Gly Asn Gly Val Ser He Leu 
225 230 235 240 

eat ggt gtg act tta gga gga acc gga aag gaa act ggc gat cgc eac 768 
His Gly Val Thr Leu Gly Gly Thr Gly Lys Glu Thr Gly Asp Arg His 
245 250 255 

cca aag ata ggt gaa ggt gca ttg ctt gga get tgt gtg act ata ctt 816 
Pro Lys He Gly Glu Gly Ala Leu Leu Gly Ala Cys Val Thr He Leu 
260 265 270 

ggt aac ata age ata ggt get gga gea atg gta get gca ggt tea ctt 864 
Gly Asn He Ser He Gly Ala Gly Ala Met Val Ala Ala Gly Ser Leu 
275 280 285 

gtg tta aaa gae gtt cct teg eat agt gtg gtg get gga aat cct gca 912 
Val Leu Lys Asp Val Pro Ser His Ser Val Val Ala Gly Asn Pro Ala 
290 295 300 

aaa ctg ate agg gte atg gaa gag caa gae ceg tet eta gca atg aaa 960 
Lys Leu He Arg Val Met Glu Glu Gin Asp Pro Ser Leu Ala Met Lvs 
305 310 315 320 

eac gat get act aaa gag ttc ttt ega cat gta get gat ggt tac aaa 1008 
His Asp Ala Thr Lys Glu Phe Phe Arg His Val Ala Asp Gly Tvr Lvs 
325 330 335 
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ggg gca caa tct aac gga cca tea ctt tea gea gga gat aca gag aaa 1056 
Gly Ala Gin Ser Asn Gly Pro Ser Leu Ser Ala Gly Asp Thr Glu Lys 
340 345 350 

gga cac act aac age aca tea tga 1080 
Gly His Thr Asn Ser Thr Ser 

355 360 



<210> 6 
<211> 900 
<212> ADN 

<213> Arabidopsis thaliana 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (900) 

<220> 

<221> trans it_peptide 
<222> (1) . . (90) 



<40Q> 11 

atg get tgt ata aac gge gag aat egt gat ttt tct tec teg tea tct 48 
Met Ala Cys lie Asn Gly Glu Asn Arg Asp Phe Ser Ser Ser Ser Ser 
15 10 15 

ttg tct tct ctt cca atg att gtc tec egg aac ttt tct gee aga gac 96 
Leu Ser Ser Leu Pro Met He Val Ser Arg Asn Phe Ser Ala Arq Asp 
20 25 30 

gat gga gag ace ggt gac gag ttt cct ttc gag agg att ttc ceg gtt 144 
Asp Gly Glu Thr Gly Asp Glu Phe Pro Phe Glu Arg He Phe Pro Val 
35 40 45 

tac get aga gga ace ctt aat ccc gtg gee gac ceg gtt ttg ctg gat 192 
Tyr Ala Arg Gly Thr Leu Asn Pro Val Ala Asp Pro Val Leu Leu Asp 
50 55 60 

ttt acc aat tct agt tat gac cca att tgg gat tct ata aga gaa gaa 240 
Phe Thr Asn Ser Ser Tyr Asp Pro He Trp Asp Ser He Arg Glu Glu 
65 70 75 80 

get aag ctt gag gca gaa gag gag ceg gtt ttg agt age ttc ttg tat 288 
Ala Lys Leu Glu Ala Glu Glu Glu Pro Val Leu Ser Ser Phe Leu Tyr 
85 90 95 

get agt ate ttg teg cat gac tgt tta gag caa gca ttg agt ttt gtt 336 
Ala Ser He Leu Ser His Asp Cys Leu Glu Gin Ala Leu Ser Phe Val 
100 105 110 

eta get aac egt etc caa aac cct acc ttg ttg gca act cag ctt atg 384 
Leu Ala Asn Arg Leu Gin Asn Pro Thr Leu Leu Ala Thr Gin Leu Met 
115 120 125 

gat ata ttt tgc aac gtt atg gta cat gac aga ggt att caa age teg 432 
Asp He Phe Cys Asn Val Met Val His Asp Arg Gly He Gin Ser Ser 
130 135 140 

att egt ctt gat gtt cag gca ttc aaa gac aga gat cct get tgt eta 480 
He Arg Leu Asp Val Gin Ala Phe Lys Asp Arg Asp Pro Ala Cys Leu 

150 155 160 

teg tat agt teg get att tta cat ctg aag gge tat ctt gca ctg cag 528 
Ser Tyr Ser Ser Ala He Leu His Leu Lys Gly Tyr Leu Ala Leu Gin 
165 170 175 
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gcg tat aga gta gca cat aag ttg tgg aag caa gga aga aaa eta tta 576 
Ala Tyr Arg Val Ala His Lys Leu Trp Lys Gin Gly Arg Lys Leu Leu 
180 185 190 

gca ttg gca ctg caa age cga gta age gag gta aga act get gtg ata 624 
Ala Leu Ala Leu Gin Ser Arg Val Ser Glu Val Arg Thr Ala Val He 
195 200 205 

ggc gac cgt gtc tea att ttg cat ggt gtg aca tta gga gga act ggg 672 
Gly Asp Arg Val Ser He Leu His Gly Val Thr Leu Gly Gly Thr Glv 
210 215 220 

aaa gaa ace ggt gac cgc cat cca aat ata ggc gac ggt get ctt ctt 720 
Lys Glu Thr Gly Asp Arg His Pro Asn He Gly Asp Gly Ala Leu Leu 
225 230 235 240 

gga gca tgt gtg act ata ctt ggt aac att aag ata ggc get gga gca 768 
Gly Ala Cys Val Thr He Leu Gly Asn He Lys He Gly Ala Gly Ala 
245 250 255 

atg gta get get ggt teg ctt gtg tta aag gat gtt ect teg cat . age 816 
Met Val Ala Ala Gly Ser Leu Val Leu Lys Asp Val Pro Ser His Ser 
260 265 270 

atg gtg get gga aat cca gca aaa etc ate ggg ttt gtt gat gag caa 864 
Met Val Ala Gly Asn Pro Ala Lys Leu He Gly Phe Val Asp Glu Gin 
275 280 285 

gat cca tct atg aca atg gag cat ggt gag tct tga 900 
Asp Pro Ser Met Thr Met Glu His Gly Glu Ser 

290 295 300 



<210> 7 
<211> 54 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
oligonucl^toide synthetique 

<400> 7 

gagagaggat cetctttcca ateataaacc atggcaacat geatagacac atgc 54 



<210> 8 
<211> 46 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 

<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
oligonuel6toide synthetique 

<400> 8 

ggetcaccag actaatacac taaattgtgt ttacctcgag agagag 4 6 

<210> 9 
<211> 52 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 



<220> 
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<223> Description de la sequence artif icielle : 
oligonucletoide synthetique 

<400> 9 

gagagaggat cctcttatcg ccgcgttaat atgccaccgg ccggagaact cc 52 

<210> 10 
<211> 45 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
oligonucletoide synthetique 

<400> 10 

gagccttacc agtctaatgt agtatatttc aacctcgaga gagag 45 

<210> 11 
<211> 53 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 

<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
oligonucletoide synthetique 

<400> 11 

gagagaggat cccctcctcc tcctcctcct atggctgcgt gcatcgacac ctg 53 

<210> 12 
<211> 44 
<212> ADN 

<213> sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
oligonucletoide synthetique 

<400> 12 

gctcaccagc ctaatacatt aaactttttc agctcgagag agag 44 

<210> 13 
<211> 53 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
oligonucletoide synthetique 

<400> 13 

gagagaggat ccggccgaga aaaaaaaaaa atgttgccgg tcacaagtcg ccg 53 

<210> 14 
<211> 49 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
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oligonucletoide synthetique 
<400> 14 

gagagaggat ccgacaagtt ggcataattt atggtggatc tatcttcct 4 9 

<210> 15 
<211> 43 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
oligonucl6toide synthetique 

<400> 15 

cctgtgtgat tgtcgtgtag tactctagaa actcgagaga gag 43 

<210> 16 
<211> 67 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 

<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
oligonucletoide synthetique 

<400> 16 

gagagaggat ccgacaagtt ggcataattt atggcttgta taaacggcga gaatcgtgat 60 
ttttctt 67 

<210> 17 
<211> 40 

<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: 
oligonucletoide synthetique 



<400> 17 

tacctcgtac cactcagaac tctagaaact cgagagagag 



40 
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